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Les antipsychotiques sont des antagonistes du récepteur dopaminergique de type 2 (DRD2) 
et constituent le principal traitement pharmacologique de la schizophrénie. Le traitement à 
long-terme par les antipsychotiques peut causer la tolérance au traitement et le 
développement de la dyskinésie tardive, dont le mécanisme est mal compris et le 
traitement, insatisfaisant. Il a été démontré que le traitement chronique aux 
antipsychotiques induit la surexpression du récepteur DRD2 et le stress oxydatif, deux 
mécanismes associés à la dyskinésie tardive. Le lien entre ces deux phénomènes est mal 
déterminé. Précédemment, il a été rapporté, dans mon laboratoire d'accueil, que le stress 
oxydatif, induit par le peroxyde d'hydrogène (H2O2), augmente le niveau du récepteur 
DRD2 sur la lignée cellulaire de neuroblastomes humains SH-SY5Y. L'hypothèse de 
recherche présentée ici est que le stress oxydatif est impliqué dans la surexpression du 
récepteur DRD2 induite par les antipsychotiques et que l'administration d'un antioxydant 
peut atténuer cette surexpression. Le projet présenté rapporte ainsi les effets des 
antipsychotiques sur les niveaux d'expression du récepteur DRD2 et les effets de 
l'inhibition du stress oxydatif par le traitement de l'acide lipoïque, un antioxydant, sur la 
lignée cellulaire de neuroblastomes humains SH-SY5Y. L'halopéridol, un antipsychotique 
de première génération, induit une augmentation des niveaux d'expression du récepteur 
DRD2, alors que Pamisulpride, un antipsychotique de deuxième génération, n'a pas d'effet 
significatif. De plus, l'halopéridol induit une plus importante augmentation des 
biomarqueurs du stress oxydatif (carbonylation des protéines, peroxydation lipidique et 
production de l'anion superoxyde) que l'amisulpride. L'acide lipoïque atténue la 
surexpression du récepteur DRD2 et le stress oxydatif induit par l'antipsychotique. 
L'inhibition de la synthèse de catécholamine par l'alpha-méthyl-DL-tyrosine (AMPT) 
élève l'expression du DRD2 et prévient sa surexpression par les antipsychotiques. Les 
résultats suggèrent que la surexpression du récepteur DRD2 induite par l'halopéridol est 
liée au stress oxydatif et proposent des mécanismes potentiels par lesquels l'acide lipoïque 
peut être considéré comme un agent thérapeutique pour la prévention et le traitement des 
effets secondaires reliés à l'utilisation des antipsychotiques. 
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Involvement of dopamine D2 receptor and oxidative stress in schizophrenia treatment 
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Most antipsychotic drugs are dopamine D2 receptor (DRD2) antagonists and remain the 
main pharmacological treatment of schizophrenia. Long-term antipsychotic use can give 
rise to treatment tolérance and tardive dyskinesia, whose mechanism is not well understood 
and the treatment, unsatisfactory. It has been reported that chronic treatment with 
antipsychotics induces DRD2 receptor up-regulation and oxidative stress, which hâve been 
associated with tardive dyskinesia. The link between thèse two phenomena is not well 
determined. Previously, in my lab group, it has been reported that HbCVinduced oxidative 
stress increased DRD2 receptor expression in human SH-SY5Y neuroblastoma cells. The 
research hypothesis, presented hère, is that oxidative stress is involved in the 
antipsychotics-induced DRD2 receptor upregulation and that antioxidant treatment can 
attenuate this DRD2 receptor upregulation. We report hère the effects of antipsychotic 
drugs on DRD2 expression levels, in human SH-SY5Y neuroblastoma cells, and the effects 
of the inhibition of oxidative phenomena by (±)-a-Lipoic acid treatment. Haloperidol, a 
first-generation antipsychotic, induced an increase in DRD2 receptor levels, while 
amisulpride, a second-generation antipsychotic, had no significant effect. (±)-a-Lipoic acid 
pre-treatment reversed the haloperidol-induced DRD2 up-regulation. Furthermore, 
haloperidol induced a larger increase of oxidative stress biomarkers (protein carbonylation, 
lipid peroxidation and superoxide anion production) than amisulpride. (±)-a-Lipoic acid 
also attenuated antipsychotic-induced oxidative stress. Inhibition of catecholamine 
synthesis by alpha-methyl-DL-tyrosine (AMPT) increased DRD2 expression and prevented 
further increase by antipsychotics. The results suggest that haloperidol-induced DRD2 up-
regulation is linked to oxidative stress and provide potential mechanisms by which (±)-a-
Lipoic acid can be considered as a therapeutic agent to prevent and treat side effects related 
to the use of first-generation antipsychotics. 
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1. Introduction 
1.1. La schizophrénie 
La schizophrénie est un trouble neuropsychiatrique affectant 1% de la population (Seeman 
et Kapur, 2000) et engendrant des coût annuels considérables. En 2005, au Canada, plus de 
200 000 Canadiens étaient atteints de schizophrénie, imposant pas moins de 6,85 milliards 
de dollars canadiens au gouvernement (Goeree et al, 2005). Il s'agit d'une maladie mentale 
chronique et neurodégénérative, qui apparaît généralement à la fin de l'adolescence ou au 
début de l'âge adulte et qui est caractérisée par des épisodes alternatifs d'exacerbation de la 
maladie et de rémission partielle (Bromet et Fennig, 1999). Plusieurs types de 
schizophrénie existent : paranoïde, désorganisé, catatonique, indifférencié et résiduel 
(McGlashan et Fenton, 1991). 
1.1.1. Le diagnostic et la symptomatologie de la schizophrénie 
Un diagnostic confirmé de schizophrénie nécessite une symptomatologie pendant six mois. 
Il y a trois types de symptômes : positifs, négatifs et cognitifs (Andreasen et Olsen, 1982). 
Les symptômes positifs, qui sont des perturbations qui s'ajoutent aux fonctions retrouvées 
chez un individu normal, sont caractérisés par des idées délirantes, des hallucinations, la 
désorganisation de la pensée et la paranoïa. Le manque de motivation et de volonté, Palogie 
(pauvreté du discours), l'émoussement affectif (diminution du langage corporel et des 
contacts oculaires) et le retrait social constituent des symptômes négatifs, qui sont des 
déficits de fonctions retrouvées chez un individu normal, alors que les symptômes cognitifs 
sont caractérisés par la perte d'attention et de la mémoire (Flaum et Andreasen, 1991). 
Plusieurs échelles existent pour mesurer la sévérité des symptômes et de la 
psychopathologie de la schizophrénie : le PANSS (de l'anglais Positive and Négative 
Symptom Scale) (Kay et al, 1987), le BPRS (de l'anglais Brief Psychiatrie Rating Scale), le 
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SANS (de l'anglais Scalefor the Assessment of Négative Symptoms) (Andreasen, 1989), le 
BHPR (de l'anglais Bunney-Hamburg Psychosis Rating), le SDSS (de l'anglais Subjective 
Déficit Syndrome Scale) (Jaeger et al, 1990) et le SAPS (de l'anglais Simplified Acute 
Physiology Score) (Le Gall et al, 1993). 
1.2. Le système dopaminergique 
Plusieurs systèmes de neurotransmission contribuent à la psychopathologie de la 
schizophrénie. Cette maladie est, entre autres, causée par une altération du système 
dopaminergique du système nerveux central (SNC) (Civelli et al, 1993), qui est aussi 
associée à plusieurs autres conditions neuropathologiques, comme la maladie du Parkinson, 
le syndrome de la Tourette, Phyperprolactinémie (Missale et al, 1998), le trouble du déficit 
de l'attention/hyperactivité {ADHD, de l'anglais Attention Déficit and Hyperactivity 
Disorder), la dépendance à la drogue et la dépression (Bozzi et Borrelli, 2006; Mohn et al, 
2004). 
1.2.1. La dopamine 
La dopamine (DA) est un neurotransmetteur majeur du SNC. Son rôle au niveau du cerveau 
se caractérise par le contrôle de plusieurs fonctions telles que l'activité locomotrice, la 
cognition, l'émotion, le réenforcement positif, la nutrition et la régulation endocrine. La 
DA joue aussi un rôle en périphérie où elle module la fonction cardiovasculaire, la 
libération de catécholamine, la sécrétion hormonale, le volume vasculaire, la fonction 
rénale (homéostasie sodique) et la motilité intestinale (Missale et al, 1998). 
1.2.2. La synthèse de la dopamine 
Dès son entrée dans le neurone dopaminergique, la tyrosine, un acide aminé, est converti en 
dihydroxyphénylalanine (L-DOPA) via l'action de l'enzyme cytosolique tyrosine 
hydroxylase (TH) (E.C. 1.14.16.2.). Cette conversion, qui est l'étape limitante de la 
synthèse de la DA, nécessite la conversion d'oxygène (O2) et de tétrahydrobioptérine (BH4) 
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en eau (H2O) et en dihydrobioptérine (BH2). La conversion cytosolique de L-DOPA en DA 
est effectuée via l'action de l'enzyme DOPA décarboxylase (E.C.4.1.1.28.), avec la 
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Figure 1. La synthèse de la dopamine. L'enzyme tyrosine hydroxylase convertit la tyrosine 
en dihydroxyphénylalanine (L-DOPA), qui est à son tour convertie en dopamine via 
l'action de l'enzyme DOPA décarboxylase (Elsworth et Roth, 1997). 
1.2.3. Le métabolisme de la dopamine 
Les enzymes monoamine oxydase (MAO) (E.C. 1.4.3.4.) et catéchol-O-méthyltransférase 
(COMT) (E.C.2.1.1.6.) convertissent la DA en acide dihydrophénylacétique (DOPAC) et 
en 3-méthoxytyramine (3-MT) respectivement. La DOPAC et la 3-MT sont ensuite 
convertis en acide homovanillique (HVA, de l'anglais homovanillic acid) via l'action des 
enzymes COMT et MAO respectivement (Elsworth et Roth, 1997) (voir la figure 2). 
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Figure 2. Le métabolisme de la dopamine. Les enzymes monoamine oxydase (MAO), 
catéchol-O-transférase (COMT) et aldéhyde déhydrogénase (ALD-D) sont responsables du 
métabolisme de la dopamine et de la formation de l'acide dihydrophénylacétique 
(DOPAC), de la 3-méthoxytyramine (3-MT) et de l'acide homovanillique (HVA). Les 
cofacteurs des enzymes sont entre parenthèses (SAM; S-adénosyl-Z-méthionine) (modifié 
de Elsworth et Roth, 1997). 
1.2.4. Les récepteurs dopaminergiques 
Les récepteurs dopaminergiques sont associés à plusieurs désordres neurodégénératifs, 
comme la maladie du Parkinson et la schizophrénie. Les diverses actions physiologiques de 
la DA sont médiées par cinq sous-types de récepteurs couplés à la protéine G (RCPG ou 
GPCR, de l'anglais G protein coupled receptor), une famille de récepteurs contenant sept 
domaines transmembranaires. Les récepteurs dopaminergiques sont divisés en deux 
classes : les récepteurs dopaminergiques de la classe Dl et de la classe D2. 
1.2.4.1. Les récepteurs dopaminergiques de la classe D1 
La classe de récepteurs Dl regroupe les récepteurs dopaminergiques de type 1 (DRDl) et 
de type 5 (DRD5), qui lient la protéine Gs (Kebabian et Calne, 1979). Les récepteurs de la 
classe Dl stimulent la production d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et 
l'activité de la protéine kinase A (PKA), via l'activation de l'adénylyl cyclase (AC), et 
augmentent le courant des canaux calciques (Missale et al, 1998). Ils induisent une 
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augmentation du taux de calcium intracellulaire via la stimulation de l'hydrolyse du 
phosphatidylinositol (PI). 
1.2.4.2. Les récepteurs dopaminergiques de la classe D2 
La classe de récepteurs D2 regroupe les récepteurs dopaminergiques de type 2 (DRD2), de 
type 3 (DRD3) et de type 4 (DRD4). Ces récepteurs ont une action opposée à la classe de 
récepteurs Dl : ils lient la protéine Gy0 (Kebabian et Calne, 1979), régulent négativement la 
production d'AMPc et l'activité de la PKA, via l'inhibition de l'AC, et activent les canaux 
potassiques K+ (Missale et al, 1998). Aussi, ils diminuent le taux de calcium intracellulaire 
via la réduction du courant des canaux calciques entrants (de type L). 
1.2.5. Le système dopaminergique dans le système nerveux central 
1.2.5.1. La neuroanatomie 
Les neurones dopaminergiques se situent principalement au niveau de l'hypothalamus, de 
la substance noire (SN) et de l'aire tegmentaire ventrale (ATV ou VTA, de l'anglais ventral 
tegmental area). Quatre voies dopaminergiques sont à l'origine de ces neurones : la voie 
nigrostriatale, la voie tubéro-infundibulaire, la voie mésolimbique et la voie mésocorticale 
(Bozzi et Borrelli, 2006) (voir la figure 3). La voie nigrostriatale est caractérisée par la 
projection des neurones de la SN au striatum. Cette voie est impliquée dans le contrôle de 
la locomotion et dans les effets extrapyramidaux/secondaires des antipsychotiques (APs) 
(voir la section 1.3.4.). Les neurones originaires de l'ATV et projetant vers le nucleus 
accumbens (NAc) et les aires limbiques constituent la voie mésolimbique, alors que les 
neurones projetant vers le cortex préfrontal constituent la voie mésocorticale. Une 
hyperactivité de la voie mésolimbique serait associée aux symptômes positifs de la 
schizophrénie (Abi-Dargham et al, 2000), alors qu'un déficit de la voie mésocorticale est 
responsable des symptômes négatifs de la maladie. La voie tubéro-infundibulaire est 
composée des neurones partant de l'hypothalamus et innervant l'hypophyse, où les 
récepteurs DRD2 exercent un effet inhibiteur sur la synthèse de la libération de DA. Cette 
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dernière voie est associée à rhyperprolactinémie observée avec le traitement aux APs 
(Jabertf*/., 1996). 
Figure 3. Les voies dopaminergiques du système nerveux central. Quatre voies constituent 
le système dopaminergique du système nerveux central : les voies nigrostriatale, 
mésolimbique, mésocorticale et tubéro-infundibulaire (nAcb; nucleus accumbens, SN; 
substance noire, VTA; aire tegmentaire ventrale) (modifié de Bozzi et Borelli, 2006). 
1.2.5.2. Les récepteurs DRDl dans le SNC 
Les récepteurs DRDl sont les plus abondants des récepteurs dopaminergiques (Fremeau et 
al, 1991; Weiner et al, 1991). On les retrouve au niveau du striatum, du NAc, du tubercule 
olfactif, du système limbique, de l'hypothalamus et du thalamus. Au niveau du striatum et 
du NAc, les récepteurs DRDl sont principalement localisés, au niveau post-synaptique, sur 
les neurones GABAergiques coexprimant la substance P et la dynorphine (Gerfen et al, 
1990) (voir la figure 4). 
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1.2.5.3. Les récepteurs DRD2 dans le SNC 
Les récepteurs DRD2 se retrouvent principalement au niveau du striatum, du tubercule 
olfactif et du NAc (Bouthenet et al, 1991), où ils sont localisés, au niveau post-synaptique, 
sur les neurones GABAergiques coexprimant les enképhalines (Le Moine et al, 1990) (voir 
la figure 4). De plus, dans le NAc, les récepteurs DRD2 sont également exprimés sur les 
neurones GABAergiques contenant la neurotensine. On retrouve aussi les récepteurs DRD2 
au niveau de l'hypothalamus, de la SN et de l'ATV, où ils sont localisés sur les neurones 
dopaminergiques (Bouthenet et al, 1991; Meador-Woodruff et al, 1989; Weiner et al, 
1991). Au niveau pré-synaptique, les neurones dopaminergiques contiennent les 
autorécepteurs de type 2 (voir la figure 4). 
Figure 4. L'organisation des synapses dopaminergiques au niveau du striatum et du nucleus 
accumbens. Les récepteurs DRDl sont localisés sur les neurones GABAergiques 
coexprimant la substance P (SP) et la dynorphine (Dyn), alors que les récepteurs DRD2 se 
retrouvent sur les neurones GABAergiques contenant l'enképhaline. Les terminaisons 
dopaminergiques pré-synaptiques contiennent les autorécepteurs de type 2. (PPA, 
propréenképhaline; DAT, transporteur de la dopamine; VAT, transporteur vésiculaire; TH, 
tyrosine hydroxylase) (Missale et al, 1998) 
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1.2.5.3.1. Les formes des récepteurs dopaminergiques de type 2 (DRD2) 
Il existe deux isoformes du récepteur DRD2 : D2short (D2S) et D2Long (D2L) (Monsma et 
al, 1989). Les récepteurs D2S sont exprimés surtout au niveau pré-synaptique (sous le nom 
d'autorécepteurs), alors que les récepteurs D2L sont situés au niveau post-synaptique 
(Usiello et al, 2000). L'isoforme dont on fait référence ici est principalement D2L. 
Les récepteurs DRD2 existent sous deux états : les états D2L0W et D2fflGH. L'état D2L0W 
correspond à l'état du récepteur qui a une faible affinité pour la DA, alors que l'état D2HIGH 
correspond à l'état du récepteur qui a une haute affinité pour la DA et est la forme 
fonctionnelle du récepteur DRD2 (George et al, 1985; McDonald et al, 1984). Un 
agoniste lie le récepteur à l'état D2fflGH à de faibles concentrations (nanomoles) et l'état 
D2L0W à de fortes doses (micromoles). Il y a deux opinions sur l'existence de l'état 
fonctionnel D2fflGH du récepteur. La première opinion explique que l'état D2fflGH existe 
quand le récepteur est lié à la protéine G et l'agoniste lie le récepteur, formant un complexe 
ternaire (De Lean et al, 1980). L'état D2L0W n'existe que quand la protéine G n'est pas 
associée au récepteur. La deuxième vision est basée sur le modèle de « coopérativité 
négative » (Chidiac et al, 1991; Sum et al, 2001). Selon ce modèle, le récepteur coopère 
avec d'autres récepteurs pour former un dimère, tétramère ou oligomère. Lorsqu'un 
agoniste lie le récepteur, celui-ci devient à un état D2fflGH et interagit avec les autres 
récepteurs pour réduire leur affinité à l'état D2L0W. Cette interaction est le résultat d'une 
« coopérativité négative » (voir la figure 5). 
Figure 5. Schéma de la « coopérativité négative » entre les récepteurs DRD2. Le récepteur 
coopère avec d'autres récepteurs pour former un dimère, tétramère ou oligomère. 
Lorsqu'un agoniste lie un récepteur, celui-ci devient à un état D2mGH et interagit avec les 
autres récepteurs pour réduire leur affinité à l'état D2L0W (modifié de Seeman et al, 2006). 
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1.2.6. L'hypothèse dopaminergique de la schizophrénie 
Le débalancement du système dopaminergique dans la pathophysiologie de la 
schizophrénie a été reconnu il y a 45 ans (van Rossum, 1967). L'hypothèse dopaminergique 
de la schizophrénie stipule que la maladie est due à une activité excessive de la DA au 
niveau synaptique essentiellement au niveau de la voie mésolimbique (Abi-Dargham et al, 
2000), sauf pour la voie mésocorticale (voir la figure 3), où l'on retrouve une hypoactivité 
dopaminergique, ce qui est en relation avec le fait que la cocaïne et l'amphétamine, des 
molécules psychostimulantes, augmentent les concentrations synaptiques de DA et 
améliorent le déficit cognitif chez les schizophrènes (Goldberg et al, 1991). 
1.2.6.1. L'activité dopaminergique au niveau pré-synaptique 
L'hyperactivité dopaminergique est associée à un excès de la libération de DA au niveau 
pré-synaptique (Abi-Dargham et al, 2000). L'amphétamine, un inhibiteur de la recapture 
de la DA, induit des psychoses, semblables aux symptômes positifs de la schizophrénie 
(hallucinations auditives, euphorie, augmentation de l'activité psychomotrice). Des études 
en imagerie ont rapporté une augmentation de la libération de DA induite par 
l'amphétamine chez les schizophrènes (Abi-Dargham et al, 1998; Breier et al, 1997; 
Lamelles al, 1996). 
1.2.6.2. L'activité dopaminergique au niveau post-synaptique 
L'augmentation de la stimulation des récepteurs DRD2 par la DA est associée à 
l'hyperactivité des neurones dopaminergiques. Il a été démontré que la déplétion de la DA, 
induite par l'alpha-méthyl-para-tyrosine (AMPT), un inhibiteur de la TH, au niveau 
intrasynaptique, augmente la disponibilité des récepteurs DRD2 et, par le fait même, 
améliore la sévérité des symptômes positifs et la réponse au traitement de la schizophrénie 
(Abi-Dargham et al, 2000). Des études de liaison avec des radioligands sur des cerveaux 
postmortem (Seeman et Niznik, 1990) et des études utilisant la tomographie par émission 
de positrons (TEP) (Abi-Dargham et al, 2000) ont démontré une augmentation des niveaux 
23 
de récepteurs DRD2 chez les patients atteints de schizophrénie en comparaison avec des 
individus sains. D'autres études ont rapporté une élévation du niveau de récepteurs DRD2 
dans les lymphocytes des patients schizophréniques ou psychotiques (Bondy et Ackenheil, 
1987;Soykaefa/.,1994). 
1.2.6.3. Le traitement aux antipsychotiques 
L'hypothèse dopaminergique de la schizophrénie est aussi basée sur le fait que les 
antipsychotiques (APs) (ou les neuroleptiques), utilisés pour contrôler les symptômes de la 
maladie, bloquent sélectivement les récepteurs dopaminergiques (voir la section 1.3.) 
(Matthysse, 1974; Reynolds, 1989; Sigmundson, 1994). De plus, il existe une forte 
corrélation entre les doses d'APs efficaces cliniquement et leur potentiel à antagoniser la 
liaison de la DA à ses récepteurs (voir la section 1.3.) (Creese et al, 1976). 
1.2.6.4. La proportion des récepteurs dopaminergiques de type 2 (DRD2) à l'état D2 
Dans le modèle de « coopérativité négative » (voir la section 1.2.5.3.1.), il peut y avoir une 
diminution de l'interaction négative entre les récepteurs DRD2, ce qui augmente le nombre 
de récepteurs à l'état D2mGH et permet à Pagoniste de lier plus de récepteurs. Ce 
phénomène est un cas d'hypersensibilité dopaminergique (Seeman et al, 2006) (voir la 
figure 6). 
Figure 6. L'hypersensibilité dopaminergique dans le schéma de « coopérativité négative » 
entre les récepteurs DRD2. Dans le cas d'une hypersensibilité dopaminergique, il y a une 
diminution de l'interaction entre les récepteurs DRD2, ce qui augmente le nombre de 
récepteurs à l'état D2fflGH et permet à l'agoniste de lier plus de récepteurs (modifié de 
Seeman et al, 2006). 
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L'hypersensibilité dopaminergique, un biomarqueur commun aux psychoses, dont celles 
présentes dans la schizophrénie, est associée à une augmentation de la proportion de 
récepteurs DRD2 à l'état D2HIGH (Seeman et al, 2005). En effet, cette étude a rapporté que 
les patients démontrant une hypersensibilité dopaminergique et une augmentation de l'état 
D2HIGH du récepteur présentent une densité élevée de récepteurs DRD2 dans les tissus 
striataux postmortem (Seeman, 1987; Seeman et al, 1987) et d'autres études en imagerie 
ont confirmé ces résultats (Nordstrom et al, 1995; Tune et al, 1993; Wong et al, 1997). 
1.3. Le traitement de la schizophrénie 
Le système dopaminergique, dont l'altération est associée à plusieurs conditions 
neuropathologiques, constitue la cible primaire du traitement de la schizophrénie, c'est-à-
dire les APs, qui agissent principalement via l'antagonisme des récepteurs dopaminergiques 
dans le but de contrôler les symptômes de la maladie (voir la sections 1.3.2.). Par contre, le 
traitement chronique aux APs est associé au développement d'effets secondaires comme la 
la dyskinésie tardive (voir la section 1.3.4.), ce qui est lié à une augmentation de la densité 
des récepteurs dopaminergiques au niveau du striatum. 
1.3.1. L'antagonisme des récepteurs dopaminergiques de type 1 (DRDl) 
Il a été suggéré que le bloc du récepteur DRDl préviendrait les symptômes psychotiques 
(Akiyama et al, 1994; Kuribara, 1995; Pierre et Vezina, 1998) et que cet effet est basé sur 
l'interaction entre les récepteurs DRDl et DRD2 (Hersch et al, 1995; Le Moine et Bloch, 
1995; Lee et al, 2004; Surmeier et al, 1996). Cependant, il a été démontré que l'usage 
d'antagonistes du récepteur DRDl ne soulage pas efficacement les psychoses et les 
symptômes de la schizophrénie, car les interactions entre les récepteurs DRDl et DRD2 ne 
sont pas assez élevées pour initier l'effet antipsychotique. De plus, l'administration d'un 
antagoniste sélectif au récepteur DRDl démontre une aggravation des symptômes dans 
certaines études (Karlsson et al, 1995). 
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1.3.2. L'antagonisme des récepteurs dopaminergiques de type 2 (DRD2) 
Les APs décrits comme étant efficaces dans le traitement de la schizophrénie ont, pour la 
plupart, un profil pharmacologique commun : ils ont une activité antagoniste des récepteurs 
DRD2 (Creese et al, 1976; Seeman et al, 1975). En fait, le potentiel clinique des APs est 
directement lié à leur affinité pour le récepteur DRD2 (Seeman et al, 1975; Seeman, 2002). 
Les doses d'APs occupant 70% des récepteurs DRD2 du cerveau sont associées à la 
réponse clinique des patients (Seeman, 2005). L'action antipsychotique est principalement 
associée à l'antagonisme des récepteurs DRD2 extrastriataux (Joyce et al, 1991; Lidow et 
al, 1998), surtout les récepteurs DRD2 de la voie mésolimbique (Deutch, 1993) (voir la 
figure 3). Ainsi, le récepteur DRD2 est la cible commune aux deux classes d'APs : les APs 
de première génération (APGs) et les APs de seconde génération (ASGs) (Miyamoto et al, 
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Quétapine 
(Seroquel) 
0,4 g oral Symptômes positifs 
Amisulpride* 
(Solian) 
0,4 g oral Symptômes positifs 
Symptômes 
négatifs 
Tableau 1. Liste des antipsychotiques (APs) disponibles au Canada, des doses moyennes 
quotidiennes et de leurs effets thérapeutiques et secondaires. Les noms entre parenthèses 
correspondent aux noms commerciaux des produits (* Ce produit n'est pas disponible au 
Canada). 
1.3.2.1. Les antipsychotiques de première génération 
Les APGs lient fermement le récepteur DRD2, avec une forte affinité, et se dissocient 
lentement du récepteur, in vitro et in vivo (Seeman et Tallerico, 1999). Les APGs, comme 
l'halopéridol, améliorent les symptômes positifs, mais ont une efficacité limitée dans le 
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traitement des symptômes négatifs et cognitifs (Beuzen et al, 1999; Velligan et al, 2002). 
Il a été rapporté que l'halopéridol traite la psychose, un symptôme positif, induite par la 
phencyclidine (PCP) (Giannini étal, 1984). 
1.3.2.2. Les antipsychotiques de deuxième génération 
Les ASGs sont, pour la plupart, des antagonistes du récepteur DRD2 et du récepteur 
sérotonergique 5-HT2A (Leysen et al, 1993; Meltzer, 1989). Les ASGs, comme la 
clozapine, la rispéridone et l'olanzapine, se dissocient rapidement du récepteur DRD2, in 
vitro et in vivo (Seeman, 2002; Seeman, 2005), améliorent modérément la performance 
cognitive (Sharma et Mockler, 1998) et très modérément les symptômes négatifs des 
schizophrènes, grâce à leur antagonisme du récepteur sérotonergique 5-HT2A dans les aires 
corticales (Farde et al, 1992), et traitent les symptômes positifs de manière aussi efficace 
que les APGs (Leucht et al, 2009). 
1.3.3. La perte d'efficacité du traitement antipsychotique 
Les APs, et notamment les APGs (Kemmler et al, 2005; Leucht et al, 2003), perdent leur 
efficacité après un traitement chronique. Le retrait de l'AP induit une hypersensibilité 
dopaminergique comportementale chez les animaux. En fait, l'halopéridol pert de 
l'efficacité dans la suppression de l'hyperlocomotion induite par l'amphétamine et dans le 
test CAR (de l'anglais conditioned avoidance responding) (Samaha et al, 2007). Cette 
perte d'efficacité a lieu malgré le haut taux d'occupation des récepteurs DRD2 par l'AP et 
serait due à une augmentation du potentiel de liaison des récepteurs DRD2 et d'une 
hypersensibilité du même récepteur, c'est-à-dire une augmentation du nombre de récepteurs 
DRD2 à l'état D2HIGH (Seeman et al, 2005). 
1.3.4. Les effets extrapyramidaux et secondaires au traitement antipsychotique 
Le traitement aux APs à court-terme (dans les heures ou les jours suivant la prise du 
médicament) induisent des symptômes extrapyramidaux caractérisés par des désordres du 
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mouvement (Grohmann et al, 1990), comme le parkinsonisme (Marsden et Jenner, 1980) 
(caractérisé par des tremblements et l'akinésie (lenteur d'exécution des mouvements 
accompagnée d'une tendance à l'immobilité)), l'akathisie (besoin impérieux de bouger) et 
la dystonie (contractions musculaires involontaires). Les effets extrapyramidaux, qui 
peuvent être mesurés par les échelles ESRS (de l'anglais Extrapyramidal Sympton Rating 
Scale), SARS (de l'anglais Simpson-Angus Rating Scale) (Simpson et Angus, 1970) et 
BRSDIA (de l'anglais Barnes Rating Scale for Drug-Induced Akathisia) (Barnes, 1989), 
sont dus au bloc du récepteur dopaminergique. Spécifiquement, alors que l'effet 
antipsychotique du traitement est dû à son action sur les récepteurs DRD2 situés 
principalement au niveau de la voie mésolimbique, les effets extrapyramidaux sont causés 
par le bloc du récepteur DRD2 au niveau du striatum (voie nigrostriatale) (Deutch et al, 
1991; Farde et al, 1992; Meltzer, 1991; Sigmundson, 1994) (voir la figure 3). L'occupation 
de plus de 80% des récepteurs DRD2 striataux est associée au développement des effets 
extrapyramidaux (Kapur et al, 2000). En fait, les effets extrapyramidaux seraient associés à 
une augmentation de l'expression du récepteur DRD2, ce qui amène une hypersensibilité 
dopaminergique (Seeman et al, 1975; Seeman et al, 1976). En effet, une étude utilisant la 
technique de tomographie par émission de photon (SPECT, de l'anglais single photon 
émission computed tomography) démontre que l'augmentation de la densité du récepteur 
DRD2 est associée à une forte incidence des effets extrapyramidaux (Schroder et al, 1998). 
De plus, plusieurs études postmortem (Kornhuber et al, 1989; Mackay et al, 1982; 
Seeman, 1987) et in vivo (Burt et al, 1976; Clow et al, 1980) ont démontré que les APs 
augmentent la densité du récepteur DRD2. Le traitement prolongé (plusieurs mois) aux APs 
cause un autre effet secondaire, la dyskinésie tardive (Missale et al, 1998) (voir la section 
1.3.4.1.). Dans les études démontrant une élévation de la densité des récepteurs DRD2 dans 
les tissus striataux postmortem de patients schizophrènes (Seeman, 1992), la majorité des 
patients étaient traités aux APs, suggérant que les APs eux-mêmes contribuent à 
l'augmentation de la densité des récepteurs DRD2 et que la surexpression du récepteur 
DRD2 est associée au développement des effets extrapyramidaux et secondaires, comme la 
dyskinésie tardive. 
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1.3.4.1. La dyskinésie tardive 
La dyskinésie tardive est un désordre du mouvement qui affecte de 20 à 40% des patients 
traités chroniquement aux APs (Morgenstem et Glazer, 1993). Ce désordre, qui peut être 
mesuré par l'échelle AIMS (de l'anglais Abnormal Involontary Movements Scale), est 
caractérisé par des mouvements involontaires de la région orofaciale. D'autres parties du 
corps, comme le tronc et les extrémités, peuvent être affectées (Andreassen et al, 2003; 
Jeste et al, 1999; Raja, 1995; Sachdev et al, 1999). Cependant, la caractérisation et la 
compréhension de cette pathophysiologie demeure obscure (Correll et al, 2004; Paulson, 
2005). Malgré l'arrêt de la prise d'AP, la dyskinésie tardive peut persister pendant plusieurs 
mois, voire des années, et est souvent irréversible (Casey, 1985; Glazer et al, 1990; Jeste et 
al, 1979). La dyskinésie tardive est associée à une augmentation de la densité des 
récepteurs DRD2 (Schroder et al, 1998). La dyskinésie tardive est donc associée au 
développement d'une hypersensibilité du récepteur dopaminergique dans le striatum à la 
suite d'une administration prolongée des APs (Calabresi et al, 1992). 
1.3.4.2. La différence d'incidence entre les deux classes d'antipsychotiques 
1.3.4.2.1. Les antipsychotiques de première génération 
Les APGs ont une forte incidence d'effets extrapyramidaux/secondaires (Correll et al, 
2004). Il a été rapporté que l'halopéridol induisait une augmentation de l'expression du 
récepteur DRD2 dans les neurones striatales de rat (Bernard et al, 1991). Ainsi, un bloc 
chronique du récepteur DRD2 in vivo induit une hypersensibilité dopaminergique dans le 
striatum, qui contribue aux dysfonctions motrices (Burt et al, 1976). 
1.3.4.2.2. Les antipsychotiques de deuxième génération 
Les ASGs ont une incidence moins élevée, mais non nulle (2% par année), d'effets 
extrapyramidaux/secondaires neurologiques de type dyskinésie tardive, décrits 
antérieurement, comparativement aux APGs (5% par année) (Correll et al, 2004). Ils ont 
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aussi une meilleure adhérence et un taux de rechute plus faible (Leucht et al, 2003). Il reste 
donc pertinent de s'intéresser à la physiopathologie de la dyskinésie tardive. Il apparaît de 
plus que la dyskinésie tardive et la perte d'efficacité pourraient être des phénomènes 
corrélés. 
1.3.4.2.2.1. L'affinité pour le récepteur DRD2 
Les ASGs ont une faible affinité pour le récepteur DRD2. Ainsi, une haute concentration en 
DA endogène déplace facilement l'ASG du récepteur DRD2. Puisque la concentration 
d'acide homovanillique se retrouve quatre fois plus élevée dans le striatum que dans les 
régions limbiques (Anden et Stock, 1973) et vingt fois plus élevée que dans le cortex 
préfrontal (Bowers, 1984), les ASGs bloquent préférentiellement les récepteurs DRD2 
extrastriataux qui ne sont pas associés au développement des effets extrapyramidaux 
(Seeman étal, 1997). 
1.3.4.2.2.2. L'activité anticholinergique 
Les APs possèdent, à des degrés variables, une activité antagoniste des récepteurs 
muscariniques. Certains ASGs, comme la clozapine, ont une activité anticholinergique 
particulièrement élevée, qui est associée à une amélioration des symptômes parkinsoniens. 
(Seeman étf al, 1997). 
1.3.4.2.2.3. L'antagonisme du récepteur sérotonergique 
La plupart des ASGs sont des antagonistes des récepteurs DRD2 et sérotonergiques 5-
HT2A (Leysen et al, 1994; Meltzer, 1989; Meltzer, 1995). Les récepteurs sérotonergiques 
(5-HT; 5-hydroxytryptamine/sérotonine) sont impliqués dans la régulation de la libération 
de DA. Plus précisément, le bloc du récepteur 5-HT2A augmente la libération de DA, donc 
la DA déplace l'ASG du récepteur DRD2. Le bloc du récepteur DRD2 étant moins 
persistant, on observe moins d'effets extrapyramidaux (Seeman et al, 1997). Le récepteur 
sérotonergique 5-HT2A est exprimé sur les interneurones GABAergiques du cortex et sur 
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les neurones contrôlant la DA dans l'ATV (Meltzer et al, 2003). Certains ASGs, comme le 
rispéridone et la clozapine, lient préférentiellement le récepteur 5-HT2A comparativement 
au récepteur DRD2 (Schotte et al, 1996) et sont associés à une faible incidence des effets 
extrapyramidaux (Meltzer, 1989; Seeman et Van Toi, 1994). 
1.3.4.2.2.4. L'amisulpride 
Pour l'amisulpride, un benzamide avec d'autres propriétés pharmacologiques, d'autres 
mécanismes peuvent expliquer la faible incidence des effets extrapyramidaux. Il a été 
rapporté que l'amisulpride est un ASG qui a une faible affinité pour le récepteur 
sérotonergique 5-HT2A (Schoemaker et al, 1997), mais qui antagonise les récepteurs 
DRD2 et DRD3 principalement extrastriataux (Vemaleken et al, 2004; Xiberas et al, 
2001) en raison d'une dissociation rapide du récepteur. Il est efficace pour le traitement de 
la schizophrénie tout en induisant une faible incidence d'effets extrapyramidaux (Correll et 
al, 2004). De plus, l'amisulpride, comparativement aux autres APs, traverse de façon 
limitée la barrière hémato-encéphalique et n'atteint donc pas le pourcentage d'occupation 
du récepteur DRD2 qui est nécessaire au développement des effets extrapyramidaux (Kapur 
et al, 2002). 
1.3.4.2.2.5. Les autres effets secondaires 
Par contre, même s'il a été démontré que la clozapine, un ASG, diminue les mouvements 
dyskinétiques chez les patients (Bassitt et Louza Neto, 1998), quelques cas de dyskinésie 
tardive ont été rapportés avec le traitement à la clozapine (de Léon et al, 1991). De plus, 
les ASGs sont associés à plusieurs effets métaboliques majeurs, comme le gain de poids, 
l'altération de la régulation du glucose et l'augmentation du niveau plasmatique de lipides, 
ce qui augmente le risque de développement de la résistance à l'insuline, du diabète de type 
2 et des maladies cardiovasculaires (Basu et Meltzer, 2006). On observe aussi d'autres 
effets secondaires métaboliques comme rhyperprolactinémie et la sédation (Melkersson et 
al, 2001; Stanniland et Taylor, 2000). 
32 
1.4. Le stress oxydatif 
Le système dopaminergique est grandement impliqué dans l'action antipsychotique et les 
effets extrapyramidaux/secondaires du traitement de la schizophrénie. Cependant, le stress 
oxydatif est un autre mécanisme impliqué dans la physiopathologie de la schizophrénie et 
dans la réponse aux APs. 
1.4.1. La description du stress oxydatif 
En conditions non-pathologiques, une homéostasie entre les molécules pro-oxydantes et la 
défense antioxydante existe et est nécessaire pour la régulation de la fonction cellulaire 
(Finkel et Holbrook, 2000; Mahadik et al, 2001) (voir la figure 7). Le stress oxydatif se 
caractérise par une perturbation de cet équilibre, qui est causée par une surproduction des 
molécules pro-oxydantes et/ou un déficit de la défense antioxydante, ce qui compromet la 
fonction cellulaire de plusieurs sites ciblés (Halliwell, 1992). Ce phénomène est impliqué 
dans plusieurs désordres neuropsychiatriques comme la schizophrénie, le syndrome de 
Down, la maladie de Parkinson et la maladie d'Alzheimer (Fiskum et al, 2003; Mahadik et 
Mukherjee, 1996; Reddy et Yao, 1996; Simonian et Coyle, 1996). 
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Figure 7. L'importance de l'homéostasie oxydative. Des facteurs pro-oxydants (endogènes 
et exogènes) et la défense antioxydante régulent la production d'espèces réactives de 
l'oxygène (ROS, de l'anglais reactive oxygen species). Une déficience de la production de 
ROS amène une dysfonction physiologique caractérisée par une diminution de la réponse 
proliférative et de la défense antioxydante, alors qu'un excès de la génération de ROS 
amènent plusieurs altérations qui augmentent le risque de neuropathologie et de 
psychopathologie (image basé sur Finkel et Holbrook, 2000; Mahadik et al, 2001). 
1.4.2. Le mécanisme du stress oxydatif 
1.4.2.1. Les molécules pro-oxydantes 
Si les radicaux libres, c'est-à-dire les espèces réactives de l'oxygène (ROS, de l'anglais 
reactive oxygen species) et les espèces réactives de l'azote (RNS, de l'anglais reactive 
nitrogen species), ne sont pas éliminés par les défenses antioxydantes, ils peuvent causer 
des dommages cellulaires, tels que la peroxydation des lipides membranaires, l'oxydation 
des protéines et les dommages à l'ADN. Ceci amène une altération de la structure et de la 
perméabilité membranaircs et de la transduction du signal La production des ROS 
s'effectue majoritairement dans la mitochondrie. En effet, les anions superoxyde sont 
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produits au niveau des complexes I (NADH déhydrogénase) et III (ubiquinone-cytochrome 
c réductase) de la mitochondrie. Le complexe III mitochondrial est le site principal de 
production de ROS en conditions métaboliques normales, alors qu'en conditions 
pathologiques, le complexe I mitochondrial est la principale source de ROS (Finkel et 
Holbrook, 2000) (voir la figure 8). 
Oxydation de molécules cytoplasmiques ou nucléaires 
Figure 8. La production mitochondriale des espèces réactives de l'oxygène. La production 
des espèces réactives de l'oxygène (ROS, de l'anglais réactive oxygen species), 
principalement de l'anion superoxyde (02"), du peroxyde d'hydrogène (H2O2) et du radical 
hydroxyl (OH), s'effectue au niveau des complexes I et III de la mitochondrie (Carrière et 
al, 2006). 
1.4,2.2. La défense antioxydante 
1.4.2.2.1. La défense antioxydante enzymatique 
La superoxyde dismutase (SOD) (E.C. 1.15.1.6), la glutathion peroxydasc (GSH~Px) 
(E.C. 1.11.1.9) et la catalase (CAT) (E.C. 1.11.1.6) sont les enzymes participant à la défense 
antioxydante. La SOD dismute les anions superoxyde (OV"") pour former le peroxyde 
d'hydrogène (H2O2)* qui est décomposé en eau (H20) et en oxygène (02) par la GSII-Px et 
la CAT. Cette dernière composition prévient la formation de radicaux hydroxyl (OH*) à 
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partir du H202 et donc l'initiation du phénomène de peroxydation lipidique (Yao et al, 
2001) (voir la figure 9). 
1.4.2.2.2. La défense antioxydante non-enzymatique 
La défense antioxydante non-enzymatique est composée du glutathion (GSH), de 
l'albumine, de l'acide urique, de l'acide ascorbique et de la bilirubine, qui sont des 
molécules endogènes, et des vitamines A et E (a-tocophérol) et de Pascorbate, qui sont des 
molécules exogènes, c'est-à-dire qui ne sont pas synthétisées par l'organisme et qui doivent 
être administrées. La forme réduite du GSH subit une oxydation, catalysée par l'enzyme 
GSH-Px, pour générer la forme oxydée du glutathion (GSSG), qui est à son tour réduite par 
l'enzyme glutathion réductase (GR) (E.C,1.8.1.7.). L'albumine, l'acide urique et l'acide 
ascorbique contribuent à plus de 85% à la capacité totale antioxydante du plasma humain 
(Wayner et al, 1987). Les antioxydants non-enzymatiques agissent principalement en 
« scavengeant » les radicaux libres et en prévenant la conversion des ions ferriques, en ions 
ferreux, qui facilite la génération de radicaux hydroxyl (OH) (voir la réaction de Fenton 
ultérieurement) (Halliwell et Gutteridge, 1984). 
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Figure 9. La production des radicaux libres et le mécanisme de défense contre le dommage 
induit par les radicaux libres. La superoxyde dismutase (SOD) catalyse la conversion de 
l'anion superoxyde (02"*) en peroxyde d'hydrogène (H2O2). La glutathion peroxydase 
(GSH-Px) et la catalase (CAT) convertissent le H2O2 en eau (H2O) et en oxygène (O2). La 
forme réduite du glutathion (GSH) est oxydée (GSSG) par la GSH-Px et la forme oxydée 
est reconvertie en GSH par la glutathion réductase (GR). S'il n'est pas converti en H20 et 
en O2, le H2O2 peut subir une auto-oxydation pour former le radical hydroxyl (OH). 
L'oxyde nitrique (NO) peut produire les radicaux hydroxyl et dioxyde d'azote (NO2) 
(modifié de Yao et al, 2001). 
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L'auto-oxydation du H2O2 en OH- s'effectue via la réaction de Fenton (1), qui est favorisée 
par l'action catalytique des métaux de transition, comme le fer (Halliwell, 1989). 
Fe2+ + H202 -> Fe3+ + OH- + OH" (1) 
Le radical OH* attaque les acides gras polyinsaturés (PUFAs, de l'anglais polyunsaturated 
fatty acids) de la membrane neuronale pour leur retirer un hydrogène et ainsi produire des 
radicaux libres, ce qui initie la peroxydation lipidique, un marqueur de stress oxydatif 
(Halliwell, 1989). 
1.4.3. Le lien entre la dopamine et le stress oxydatif 
Les catécholamines (DA, noradrénaline et 5-HT) sont une source additionnelle de radicaux 
libres durant leur métabolisme par la monoamine oxydase (MAO) ou leur auto-oxydation 
(Cadet et Brannock, 1998). La production d'H202 engendré par le métabolisme de la DA 
est biphasique : la phase précoce consiste en l'auto-oxydation de la DA, alors que la phase 
tardive est régulée par le métabolisme de la DA par la MAO (Kulagina et Michael, 2003). Il 
a été rapporté que la DA est plus nuisible que les autres catécholamines (Cadet et 
Brannock, 1998; Maker et al, 1986) à cause de son métabolisme médié par MAO, qui 
produit du H2O2 et peut amener la formation de quinones et de semi-quinones, des 
métabolites toxiques qui peuvent endommager les protéines et l'ADN (Segura-Aguilar et 
al, 1998). En fait, la métabolisation de la DA en DOPAC, catalysée par MAO, génère du 
H2O2. D'un autre côté, la DA peut subir une auto-oxydation, médiée par le manganèse 
(Mn), pour former l'anion superoxyde (02*)5 qui est à son tour convertie en H2O2 via 
l'action de la superoxyde dismutase (SOD). Le H202 est ainsi susceptible de s'auto-oxyder 
pour former le radical hydroxyl (OH) et ainsi initier la peroxydation lipidique (Yao et al, 
2001) (voir la figure 10). L'augmentation du métabolisme de DA a été associée avec une 
augmentation de la peroxydation lipidique (Masserano et al, 2000). Lorsque la défense 
antioxydante est faible, la DA est susceptible de subir une auto-oxydation (Zhang et 
Dryhurst, 1994) qui génère des radicaux libres. La DA est la catécholamine dont la 
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concentration est la plus élevée, surtout au niveau striatale, ce qui expose le striatum à un 
stress oxydatif plus élevé (Cadet et Brannock, 1998). 
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Figure 10. L'auto-oxydation et la déamination oxydative de la dopamine. La métabolisation 
de la dopamine en acide dihydrophénylacétique (DOPAC), catalysée par l'enzyme 
monoamine oxydase (MAO), génère du peroxyde d'hydrogène (H2O2). Aussi, la dopamine 
peut subir une auto-oxydation, médiée par le manganèse (Mn), pour former l'anion 
superoxyde (O2"), qui est à son tour convertie en H2O2 via l'action de la superoxyde 
dismutase (SOD). Le H2O2 est ainsi susceptible de s'auto-oxyder pour former le radical 
hydroxyl (OH-) et ainsi initier la peroxydation lipidique (modifié de Yao et al, 2001). 
1.4.4. Les marqueurs de stress oxydatif 
La mesure de la peroxydation lipidique, qui consiste en la dégradation des PUF As 
(Esterbauer et al, 1991), est un biomarqueur de stress oxydatif. Le malonedialdéhyde 
(MDA) et les hydroxyalkénals (HAEs) sont des sous-produits de la peroxydation lipidique 
et peuvent être évalués via la mesure des espèces réactives à l'acide thiobarbiturique 
(TBARS, de l'anglais thiobarbituric acid reactive species). Plus précisément, le MDA et les 
HAEs réagissent, à pH acide et à la chaleur, avec l'acide thiobarbiturique et le l-méthyl-2-
phénylindole (1M2P) (Gerard-Monnier et al, 1998). Le stress oxydatif peut aussi être 
mesuré via l'évaluation du dommage oxydatif aux protéines, qui peut être déterminé via la 
mesure des groupes carbonyls (Davies, 1987; Stadtman, 1990), qui sont formés durant 
l'oxydation des protéines et qui réagissent avec le 2,4-dinitrophénylhydrazine (DNPH) 
(Robinson et al, 1999). Le potentiel antioxydant total (TRAP, de l'anglais total reactive 
antioxidant potential) peut être aussi évalué (Wayner et al, 1985). Des essais enzymatiques 
existent pour mesurer l'activité des enzymes SOD (Bannister et Calabrese, 1987), GSH-Px 
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et CAT (Dal-Pizzol et al, 2001). Le dommage à l'ADN peut être déterminé via la mesure 
du niveau neuronal de 8-hydroxy-2'-déoxyguanosine (8-OhdG) (Ng et al, 2008), qui est 
produit par l'hydroxylation des résidus déoxyguanosines de l'ADN. Enfin, le niveau 
d'anion superoxyde (O2") peut être mesuré avec le dihydroéthidium (DHE), qui est converti 
par l'anion superoxyde (02"*) en éthidium, qui émet une fluorescence rouge (Bindokas et 
al, 1996). 
1.4.5. La vulnérabilité du cerveau au stress oxydatif 
Des études in vivo (Halliwell, 1992; Mahadik et Mukherjee, 1996) ont démontré que le 
stress oxydatif affecte particulièrement le cerveau. Plusieurs facteurs expliquent 
l'importante vulnérabilité du cerveau face au stress oxydatif. Premièrement, certaines 
régions cérébrales sont riches en catécholamines (Cohen et Spina, 1989) et sont donc 
exposées à un métabolisme oxydatif élevé, ce qui rend les neurones, situées dans ces aires, 
vulnérables à la peroxydation lipidique. La membranes neuronale, qui est essentielle au 
fonctionnement du SNC en raison de son rôle dans la neurotransmission, contient beaucoup 
de PUFAs, principalement l'acide arachidonique et l'acide docosahexaénoïque, des 
composants majeurs des phospholipides membranaires, qui sont ciblés par le stress oxydatif 
(Fendri et al, 2006) et dont l'auto-oxydation (peroxydation lipidique) génère des radicaux 
libres (Halliwell et Gutteridge, 1984). Ensuite, le niveau basai de défense antioxydante au 
cerveau est faible (Halliwell, 1989; Phillis, 1994). La membrane mitochondriale, comme la 
membrane neuronale, est vulnérable à la peroxydation lipidique (Brown et al, 1998). 
D'ailleurs, les mitochondries du cerveau (Ravindranath et Reed, 1990) sont sept fois plus 
vulnérables au stress oxydatif que les mitochondries hépatiques (Olafsdottir et al, 1988). 
Aussi, les métaux rédox-catalytiques, comme le fer, sont omniprésents au niveau cérébral, 
facilitant la réaction de Fenton (1) et la peroxydation lipidique (Halliwell, 2006; Valko et 
al, 2007). Enfin, l'ADN neuronal endommagé par le stress oxydatif ne peut pas être réparé, 
étant donné qu'il n'y a pas de réplication d'ADN au niveau du cerveau (Mahadik et al, 
2001). 
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1.4.6. L'implication du stress oxydatif dans la schizophrénie 
L'augmentation du stress oxydatif est impliquée dans la pathogénèse de la schizophrénie 
(Mahadik et Mukherjee, 1996; Mahadik et Scheffer, 1996; Yao et al, 2001). La 
peroxydation lipidique, un marqueur de stress oxydatif, corrèle positivement avec la 
diminution des niveaux de PUFAs (Horrobin et al, 1991). Les PUFAs sont critiques pour 
le développement du cerveau qui est affecté par la schizophrénie (Simopoulos, 1991; 
Wainwright, 1992). Une étude a démontré l'augmentation de la peroxydation lipidique dans 
le plasma des schizophrènes (Mahadik et al, 1998). On retrouve aussi, chez les 
schizophrènes, une altération des niveaux d'enzymes antioxydantes. Certaines études 
postmortem ont rapporté une diminution des niveaux de GSH et de l'enzyme GSH-Px (Do 
et al, 2000; Grima et al, 2003). La diminution des niveaux de SOD et GSH-Px corrèle 
avec la sévérité des symptômes négatifs de la schizophrénie, alors que l'augmentation des 
mêmes niveaux est associée aux symptômes positifs de la maladie (Fendri et al, 2006). On 
retrouve aussi une diminution du statut antioxydant plasmatique total (TAS, de l'anglais 
total antioxidant status), représenté par les niveaux d'albumine, de bilirubine, d'acide 
urique et des vitamines C et E (Yao et al, 1998). L'hypothèse de l'implication du stress 
oxydatif dans la schizophrénie est supportée par le fait que les APGs (Jeding et al, 1995; 
Parikh et al, 2003) et les ASGs (Dakhale et al, 2004) améliorent le statut oxydatif, en 
diminuant la peroxydation lipidique et en normalisant le niveau des enzymes antioxydantes, 
in vitro et in vivo. Aussi, le niveau de PUFAs se trouve augmenté et normalisé chez les 
schizophrènes traités aux APs, comparativement aux schizophrènes non-traités (Khan et al, 
2002). La diminution du stress oxydatif serait une conséquence de l'amélioration des 
symptômes psychotiques par les APs. De plus, une supplémentation diététique avec des 
antioxydants, comme la vitamine E (ct-tocophérol), et des acides gras essentiels prévient la 
perturbation du statut oxydatif, c'est-à-dire l'altération de la défense antioxydante, la 
diminution des PUFAs et l'augmentation de la peroxydation lipidique, et améliore la 
symptomatologie de la schizophrénie (Mahadik et Scheffer, 1996; Mahadik et al, 2001; 
ReddyetYao, 1996). 
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1.4.7. L'implication du stress oxydatif dans la dyskinésie tardive 
L'implication du stress oxydatif dans le développement de la dyskinésie tardive, observée 
chez les schizophrènes traités chroniquement aux APs, a été rapportée depuis une vingtaine 
d'années (Cadet et Lohr, 1989). Bien qu'une diminution du stress oxydatif soit associée aux 
APs suite à l'amélioration des symptômes schizophréniques à court-terme, les APs ont des 
propriétés pro-oxydantes, à long-terme, associées au développement de la dyskinésie 
tardive (Jeding et al, 1995). Des études ont rapporté que la peroxydation lipidique de la 
membrane neuronale par les radicaux hydroxyl (OH) a un rôle causal dans le 
développement de la dyskinésie tardive (Cadet, 1986). Une étude a démontré une 
augmentation de la carbonylation des protéines et une diminution du niveau de SOD dans 
le liquide cérébro-spinal (LCS) des patients atteints de dyskinésie tardive (Tsai et al, 
1998). Des études ont rapporté une augmentation du niveau de peroxydation lipidique dans 
le plasma (Peet et al, 1993) et le LCS (Lohr et al, 1990) des schizophrènes atteints de 
dyskinésie tardive. De plus, l'implication du stress oxydatif dans la dyskinésie tardive est 
supportée par le fait que les antioxydants, comme la vitamine E (cc-tocophérol), constituent 
un traitement efficace (Elkashef et Wyatt, 1999; Gupta et al, 1999; Soares et McGrath, 
1999) pour diminuer la sévérité du désordre. 
1.4.7.1. Les variations de stress oxydatif entre les classes d'antipsychotiques 
Les APGs et les ASGs sont associés à une diminution du stress oxydatif suite à leurs effets 
bénéfiques sur le traitement à court-terme de la symptomatologie schizophrénique. 
Cependant, les APGs ont aussi des propriétés pro-oxydantes majeures, suite à un traitement 
à long-terme, qui sont associées au développement de la dyskinésie tardive (Jeding et al, 
1995). Une étude in vitro (Sagara, 1998) a rapporté une augmentation de la production de 
ROS suite à un traitement à l'halopéridol, un APG. Une étude comparative a démontré 
l'augmentation de la peroxydation lipidique chez les schizophrènes traités aux APGs 
(haloperidol), contrairement à ceux traités aux ASGs (clozapine, quétiapine, amisulpride et 
rispéridone), et a associé ce stress oxydatif à une augmentation du score à l'échelle AIMS et 
donc au développement de la dyskinésie tardive (Kropp et al, 2005). Ceci suggère que la 
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différence de potentiel pro-oxydant est un facteur médiateur dans le développement de la 
dyskinésie tardive suite à l'administration des APGs (Andreassen et Jorgensen, 2000). In 
vivo, l'halopéridol augmente le niveau de stress oxydatif, alors que la clozapine, un ASG, 
produit moins de dommage oxydatif (Reinke et al, 2004). En effet, il a été rapporté que 
l'halopéridol augmente le niveau des TBARS, carbonylation des protéines dans plusieurs 
régions cérébrales (cortex, striatum et hippocampe) chez le rat (Agostinho et al, 2007). 
D'autres études, chez le rat (Parikh et al, 2003) et chez l'humain (Gama et al, 2006), en 
plus de démontrer une augmentation des paramètres de peroxydation lipidique et une 
diminution de l'activité de la SOD de GSH-Px et de la CAT après un traitement chronique 
à l'halopéridol, rapportent que les ASGs, comme la rispéridone, Polanzapine et la 
clozapine, n'altèrent pas les niveaux des enzymes antioxydantes et des produits de 
peroxydation lipidique. Chez la souris, une dose unique d'halopéridol augmente le niveau 
de la forme oxydée du glutathion (GSSG) dans le striatum (Cohen et Spina, 1989), ce qui 
concorde avec une diminution du niveau de glutathion (GSH) dans différentes régions 
cérébrales chez le rat traité de façons aiguë et chronique avec le même AP (Shivakumar et 
Ravindranath, 1992; Shivakumar et Ravindranath, 1993). Enfin, chez le rat, l'halopéridol 
augmente le niveau intrastriatal de H2O2 et le niveau extrastriatal de radicaux libres 
(Yokoyama^a/., 1998). 
1.4.7.1.1. Les mécanismes d'induction de stress oxydatif par l'halopéridol 
Plusieurs mécanismes peuvent expliquer l'induction du stress oxydatif par l'halopéridol. 
Ces mécanismes favorisent plusieurs paramètres du stress oxydatif, ce qui augmente un 
cercle vicieux de stress oxydatif (voir la figure 11). 
1.4.7.1.1.1. L'augmentation du métabolisme de la dopamine 
L'halopéridol bloque le récepteur DRD2 post-synaptique (Creese et al, 1976), ce qui 
augmente le métabolisme de la DA (Cadet et Lohr, 1989). Cette élévation du métabolisme 
de la DA exacerbe le stress oxydatif via une production excessive de radicaux libres (voir la 
section 1.4.3.) et de métabolites toxiques de la DA (Westerink et de Vries, 1989; Zhang et 
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al, 1989) (voir la section 1.4.3.). L'halopéridol augmente le métabolisme de DA via une 
augmentation du niveau d'acide homovanillique, de DOPAC et de 3-MT (Asper et al, 
1973; Carlsson et Lindqvist, 1963; Nissbrandt et al, 1989; Zivkovic et al, 1975). En effet, 
il a été démontré que l'administration des APs augmente la libération striatale de DA via 
leur action sur les autorécepteurs DRD2 (Westerink et de Vries, 1989; Zhang et al, 1989) 
et augmente le métabolisme de DA, catalysé par l'enzyme MAO, ce qui résulte en la 
formation de radicaux libres, comme le H2O2 (Sagara, 1998; Yokoyama et al, 1998), qui 
exercent leurs effets toxiques au striatum pour induire la dyskinésie tardive (Egan et al, 
1997). Il a été mentionné précédemment qu'une diminution du niveau de GSH a lieu après 
un traitement à l'halopéridol (Shivakumar et Ravindranath, 1993). Cette étude a aussi 
rapporté que ce même niveau est normalisé suite au pré-traitement avec un inhibiteur de 
MAO, ce qui suggère que l'augmentation du métabolisme de DA est responsable du stress 
oxydatif induit par l'halopéridol. 
1.4.7.1.1.2. La métabolisation de l'halopéridol en ion pyridinium 
L'halopéridol est réduit en ion pyridinium (HP+), qui est une toxine mitochondriale, dans le 
sang et le cerveau du rat (Subramanyam et al, 1990). Il a été rapporté que l'halopéridol, 
chez la souris, inhibe l'activité du complexe I mitochondrial dans le cortex préfrontal, le 
striatum et le mésencéphale (Balijepalli et al, 2001) et que la perte de l'activité du 
complexe I mitochondrial, dans les régions extrapyramidales, par l'AP corrèle avec le 
développement des effets secondaires. Le l-méthyl-4-phényl-l,2,3,6-tétrahydrôpyridine 
(MPTP), une toxine provoquant les symptômes similaires à la maladie du Parkinson chez 
l'animal (Schmidt et Ferger, 2001), inhibe l'activité du complexe I mitochondrial (Nicklas 
et al, 1985) via son métabolite toxique, le MPP+ (l-méthyl-4-phényl-l,2,3,6-
tétrahydropyridinium). Étant donné que le métabolite toxique de l'halopéridol, l'HP+, a une 
structure similaire au MPP+ (Rollema et al, 1994), il a été suggéré que l'inhibition de 
l'activité du complexe I mitochondrial par l'halopéridol s'effectue via l'action de son 
métabolite (Burkhardt et al, 1993). Ainsi, PHP+ inhibe le complexe I mitochondrial, créant 
une dysfonction mitochondriale, ce qui est une source importante de stress oxydatif (Dauer 
et Przedborski, 2003; Fiskum et al, 2003; Greenamyre et al, 2001; Orth et Schapira, 
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2002). En effet, l'inhibition du complexe I mitochondrial cause une augmentation de la 
génération de ROS, spécialement le H2O2 et Fanion superoxyde (Fonck et Baudry, 2003; 
Sipos et al, 2003; Votyakova et Reynolds, 2001). Une étude (Sagara, 1998), qui a rapporté 
une augmentation de la production de ROS induite par l'halopéridol, a suggéré que les ROS 
étaient générés de la mitochondrie, et donc de la dysfonction mitochondriale, et non du 
métabolisme de la DA par MAO. 
( Métabolisme de DA par MAO 1 
— ~y 
Accumulation H|D2 
[Déficit du glutathion] [ FormatHm raâtcé hydroxyl] [Formation amon su peroxyde |»~~[Auto-oxvdat*on de DA ] 
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Figure 11. Les mécanismes d'induction du stress oxydatif par l'halopéridol. 
L'augmentation du métabolisme de dopamine (DA) par l'enzyme monoamine oxydase 
(MAO), F auto-oxydation de la dopamine (DA) et la métabolisation de l'halopéridol en ion 
pyridinium (HP+) augmentent l'accumulation du peroxyde d'hydrogène (H2O2), la 
formation d'anion superoxyde (O2O et la dysfonction mitochondriale respectivement. Ces 
derniers paramètres font partie d'un cercle vicieux de stress oxydatif (schéma basé sur 
Packerera/., 1997). 
1.5. Les mécanismes reliant la régulation du récepteur DRD2 et le stress oxydatif dans le 
développement de la dyskinésie tardive 
En rassemblant toutes les informations retrouvées dans la littérature scientifique, il est 
possible de suggérer que la surexpression du récepteur DRD2 induite par les APs, 
préférentiellement après un traitement chronique aux APGs, est associée au développement 
de la dyskinésie tardive. Quant au stress oxydatif, induit par les mêmes conditions de 
traitement, il corrèle avec le risque de développement de la dyskinésie tardive. Cependant, 
le mécanisme reliant ces deux phénomènes, chacun associé à la dyskinésie tardive, n'est 
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Figure 12. L'implication de la régulation du récepteur dopaminergique de type 2 (DRD2) et 
du stress oxydatif dans la dyskinésie tardive. La surexpression du récepteur DRD2 et le 
stress oxydatif sont deux mécanismes impliqués dans le développement de la dyskinésie 
tardive. Cependant, le lien reliant ces deux phénomènes est mal compris. 
1.5.1. La régulation du récepteur DRD2 par le stress oxydatif 
Un haut niveau de stress oxydatif est associé à un haut niveau de DA, ce qui est lié à la 
pathophysiologie de la dyskinésie tardive (Brown et al, 1998). De plus, une diminution du 
taux de GSH, qui est associé au stress oxydatif, en conjonction avec une augmentation du 
niveau de DA par un inhibiteur de la recapture provoque, in vivo, des déficits 
morphologiques (Cabungcal et al, 2006) et comportementaux (Cabungcal et al, 2007; 
Castagne et al, 2004; Castagne et al, 2004) similaires à la pathophysiologie de la 
schizophrénie. Récemment, il a été démontré, dans mon laboratoire d'accueil, que le H2O2 
induit une surexpression du récepteur DRD2 dans la lignée cellulaire de neuroblastomes 
humains SH-SY5Y (Larouche et al, 2008). 
1.6. Les objectifs du projet 
L'hypothèse de recherche stipule que le stress oxydatif est impliqué dans la surexpression 
du récepteur DRD2 induite par les ÀPs, préférentiellement les APGs. et que leurs effets 
peuvent être atténués via l'administration d'un antioxydant. Les objectifs spécifiques du 
projet sont : 
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- de développer un modèle cellulaire (voir la section 5.1.1. pour la description et la 
justification du modèle) de surexpression du récepteur DRD2 via le traitement aux APs; 
- d'étudier de manière comparative les APGs et les ASGs sur ce même modèle cellulaire; 
- de vérifier l'impact du stress oxydatif sur la régulation du récepteur DRD2 via 
l'administration d'un antioxydant (voir la section 5.1.3. pour la description et la 
justification du choix de Pantioxydant); 
- de vérifier l'implication directe du stress oxydatif via l'évaluation de différents 
biomarqueurs de stress oxydatif. 
2. Avant-propos de l'article 
Antipsychotic-induced DRD2 up-regulation and its prévention by alpha-lipoic acid in 
SH-SY5Y neuroblastoma cells 
Auteurs de P article : Jessica Deslauriers, Marilou Lefrançois, Annie Larouche, Philippe 
Sarret, Sylvain Grignon 
Statut de l'article : accepté au journal Synapse le 26 juillet 2010 
Avant-propos : 
J'ai participé entièrement à la conception et à la réalisation des expériences et à l'analyse 
des résultats décrits dans cet article. J'ai contribué à la rédaction de l'article en écrivant la 
première version du manuscrit et en participant à son amélioration. 
3. Résumé de l'article 
Antipsychotic-induced DRD2 up-regulation and its prévention by alpha-lipoic acid in 
SH-SY5Y neuroblastoma cells 
Les antipsychotiques (APs) sont, pour la plupart, des antagonistes du récepteur 
dopaminergique de type 2 (DRD2) et constituent le principal traitement pharmacologique 
de la schizophrénie, une maladie mentale chronique. Par contre, un traitement chronique 
aux APs est associé à la dyskinésie tardive, un phénomène impliquant la surexpression du 
DRD2 et le stress oxydatif. Cependant, le lien entre ces deux derniers mécanismes se 
trouve mal compris. Précédemment, notre groupe de laboratoire a rapporté que le stress 
oxydatif, induit par le peroxyde d'hydrogène (H2O2), augmente, in vitro, l'expression du 
DRD2. L'hypothèse de recherche est que le stress oxydatif serait directement associé à la 
surexpression du DRD2, induite par les APs et impliquée dans leurs effets secondaires, telle 
que la dyskinésie tardive. L'article présenté ici rapporte les effets des APs sur les niveaux 
d'expression du DRD2 et les effets de l'inhibition du stress oxydatif par le traitement à 
l'acide lipoïque, un antioxydant, dans la lignée cellulaire de neuroblastomes humains SH-
SY5Y. Il est démontré que l'halopéridol, un AP de première génération, induit une 
augmentation des niveaux (ARNm et protéique) du DRD2, alors que l'amisulpride, un AP 
de deuxième génération, n'a pas d'effet significatif. De plus, l'halopéridol augmente les 
niveaux des biomarqueurs du stress oxydatif (carbonylation des protéines, peroxydation 
lipidique et production de l'anion superoxyde) de façon plus importante que l'amisulpride. 
L'acide lipoïque atténue la surexpression du récepteur DRD2 et le stress oxydatif induits 
par l'halopéridol. L'inhibition de la synthèse de catécholamine par l'alpha-méthyl-DL-
tyrosine (AMPT) élève l'expression du DRD2 et prévient sa surexpression par les APs, ce 
qui suggère l'importance de la concentration de catécholamines pour l'action des APs. Nos 
résultats suggèrent que la surexpression du DRD2 induite par l'halopéridol est liée au stress 
oxydatif, ce qui serait associé à la dyskinésie tardive, et proposent que l'acide lipoïque peut 
être considéré comme un agent thérapeutique potentiel pour la prévention et le traitement 
des effets secondaires reliés à l'utilisation des APs. 
Antipsychotic-induced DRD2 up-regulation and its prévention by alpha-lipoic acid 
in SH-SY5Y neuroblastoma cells 
Jessica Deslauriers1, Marilou Lefrançois1, Annie Larouche2, Philippe Sarret1, Sylvain 
Grignon1'2 
Department of Physiology and Biophysics and 2Department of Psychiatry, Faculty of 
Medicine and Health Sciences, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada 
J1H 5N4 
Running title: DRD2 régulation by antipsychotics and alpha-lipoic acid 
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Abstract 
Most antipsychotic drugs are dopamine D2 receptor (DRD2) antagonists and remain the 
main pharmacological treatment of schizophrenia. Long-term antipsychotic use can give 
rise to tardive dyskinesia. It has been reported that chronic treatment with antipsychotics 
induces DRD2 up-regulation and oxidative stress, which hâve been associated with tardive 
dyskinesia. We showed previously that H202-induced oxidative stress increased DRD2 
expression in human SH-SY5Y neuroblastoma cells. We report hère the effects of 
antipsychotic drugs on DRD2 expression levels in the same cell line and the effects of the 
inhibition of oxidative phenomena by (±)-a-Lipoic acid treatment. Haloperidol, a first-
generation antipsychotic, induced an increase in DRD2 protein and mRNA levels, while 
amisulpride, a second-generation antipsychotic, had no significant effect. (±)-a-Lipoic acid 
pre-treatment reversed the haloperidol-induced DRD2 up-regulation in mRNA and protein 
levels. Furthermore, haloperidol induced a larger increase of oxidative stress biomarkers 
(protein carbonylation, lipid peroxidation and superoxide anion production) than 
amisulpride. (±)-ct-Lipoic acid also attenuated antipsychotic-induced oxidative stress. 
Inhibition of catecholamine synthesis by alpha-methyl-DL-tyrosine (AMPT) increased 
DRD2 expression and prevented further increase by antipsychotics. Our results suggest 
that haloperidol-induced DRD2 up-regulation is linked to oxidative stress and provide 
potential mechanisms by which (±)-a-Lipoic acid can be considered as a therapeutic agent 
to prevent and treat side effects related to the use of first-generation antipsychotics. 
Key words 
dopamine, SH-SY5Y, schizophrenia, haloperidol, amisulpride, oxidative stress 
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Introduction 
Most antipsychotic (AP) drugs are dopamine D2 receptor (DRD2) antagonists and 
remain the main pharmacological treatment of schizophrenia. Long-term AP treatment can 
be associated with tardive dyskinesia, a serious and long lasting neurological syndrome. 
Affecting up to 20-40% of patients receiving chronic first-generation antipsychotic (FGA) 
médication (Morgenstern and Glazer, 1993), tardive dyskinesia is characterized by 
involuntary movements of the orofacial région and other parts of the body. Despite its high 
frequency of occurrence, the pathophysiology of this disorder is not well understood 
(Paulson, 2005) and treatments still remained unsatisfactory (Soares and McGrath, 1999). 
It has been reported that, after chronic treatment, antipsychotics with high affinity for 
DRD2, like haloperidol, induced DRD2 up-regulation in human (Silvestri et al., 2000) and 
rat (Bernard et al., 1991) striatal neurons. Importantly, in a follow-up study using single 
photon émission tomography, antipsychotic-induced DRD2 up-regulation was correlated 
with the development of tardive dyskinesia (Schroder et al., 1998). Oxidative stress, a 
phenomenon involved in many human diseases and in neurodegeneration (Halliwell, 1987), 
has been implicated in haloperidol effects (Cadet, 1994; Pai et al., 1994). Indeed, it has 
been reported that the oxidative stress resulting from haloperidol administration induced 
élévation of lipid peroxidation in both rats (Shivakumar and Ravindranath, 1993) and 
psychotic patients (Lohr et al., 1990; Pai et al., 1994). Accordingly, haloperidol, as well as 
other FGAs, increases the production of reactive oxygen species (ROS) in primary neurons 
(Sagara, 1998). Neuronal cell membranes contain a high amount of polyunsaturated fatty 
acids (PUFAs), which are susceptible to oxidative stress. Therefore, the génération of lipid 
peroxidation products leads to altered metabolism of membrane phospholipids and to 
neuronal dysfunction and damage (Kropp et al., 2005). Thus, lipid peroxidation conduces 
to the apparition of severe side effects and could be involved in the pathogenesis of tardive 
dyskinesia (Brown et al., 1998; Cadet and Lohr, 1989; Tsai et al., 1998). 
Clinically, it has been demonstrated that oxidative stress is higher with FGAs than 
with second-generation antipsychotics (SGAs), which strengthens the link between 
oxidative stress and tardive dyskinesia (Kropp et al., 2005; Pillai et al., 2007). Although 
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the relationship still remains hypothetical, previous studies hâve confirmed a lower risk for 
tardive dyskinesia with SGAs, which parallels their lower effect on oxidative stress 
(Dakhale et al., 2004; Kropp et al., 2005); although the risk is by no means absent (Tenback 
et al., 2009). Thèse accumulating data suggest that tardive dyskinesia is probably 
associated with striatal oxidative status disturbances and DRD2 up-regulation (Agostinho et 
al., 2007; Fachinetto et al., 2005; Thaakur and Himabindhu, 2009), but the relationship 
between thèse two phenomena is not well understood. We hâve recently demonstrated that 
oxidative stress induced by 100 \iM H2O2 increased DRD2 expression in human SH-SY5Y 
neuroblastoma cells (Larouche et al., 2008). Thèse findings lead us to examine whether 
this DRD2 up-regulation could be elicited by antipsychotic drug application on the human 
SH-SY5Y neuroblastoma cell Une and if oxidative stress was involved in this response. 
Materials and methods 
Materials 
Mouse monoclonal DRD2 (B-10), mouse monoclonal Bcl-2 (C-2), goat anti-mouse IgG-
HRP and goat anti-rabbit IgG-HRP antibodies were purchased from Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Anti-dinitrophenyl-KLH rabbit antibody was 
purchased from Invitrogen (Burlington, ON, Canada). Mouse monoclonal P-actin 
antibody, haloperidol, amisulpride, alpha-methyl-DL-tyrosine (AMPT), (±)-ot-Lipoic acid, 
thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT), 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH), 1-methyl-
2-phenylindole (1M2P) and dihydroethidium (DHE) were ail purchased from Sigma-
Aldrich (Oakville, ON, Canada). 
Cell culture and treatment 
An undifferentiated human SH-SY5Y neuroblastoma cell line (American Type Culture 
Collection, Manassas, VA, USA) was cultured in Dulbecco's Modified Eagle Media (D-
MEM) with 4.5 mg/L D-glucose, 2 mM L-glutamine, 110 mg/L sodium pyruvate 
(Invitrogen, Burlington, ON, Canada) and supplemented with 10% foetal bovine sérum, 
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100 U/mL penicillin, 100 [xg/mL streptomycin and MEM non-essential amino acids (ail 
média suppléments were purchased from Wisent Bioproducts, St-Bruno, QC, Canada). For 
the in vitro experiments, haloperidol and amisulpride were dissolved in 100% dimethyl 
sulphoxide (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada). AMPT was dissolved in HC1 1 N, 
while (±)-a-Lipoic acid was dissolved in 100% ethanol. Cells were incubated with 10 nM 
haloperidol or with 100 nM amisulpride (3 h for PCR analysis or 6 days for western 
blotting analysis). For studying the effect of (±)-a-Lipoic acid or AMPT, cells were 
exposed to 200 \xM (±)-a-Lipoic acid (Jia et al., 2008) 24 h before treatment with 
haloperidol or amisulpride, or 1 mM AMPT (Kume et al, 2008) for 24 h. 
Cell viability assay 
Cell respiration, an indicator of cell viability, was assayed as described previously (Grignon 
et al., 1996). SH-SY5Y cells were grown on 12-well plates. A 0.5% (w/v) stock solution 
of thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) was prepared in stérile Dulbecco's Phosphate-
Buffered Saline (D-PBS) (containing 2.67 mM KC1, 1.47 mM KH2P04, 137.93 mM NaCl 
and 8.06 mM Na2HP04-7H20) (Invitrogen, Burlington, ON, Canada). Cells were treated 
with 0.025% (w/v) MTT and incubated until blue crystals were appeared (30-60 min). 
Then, culture média was removed and cells were suspended in 1 mL 100% dimethyl 
sulfoxide (Sigma-Aldrich, Oackville, ON, Canada). Absorbance was measured at 550 nm 
against 100% dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich, Oackville, ON, Canada) as ablank. 
Polymerase Chain Reaction (PCR) analysis 
As described previously (Larouche et al., 2008), RNA from SH-SY5Y cell line were 
acquired with TRIzol reagent (Invitrogen, Burlington, ON, Canada), following 
manufacturer's instructions, and quantified by Nanodrop® (Nanodrop Technologies, 
Wilmington, DE, USA). For reverse transcription, RNA (1 \xg) was incubated with 0.02% 
(w/v) random primer (Roche Applied Science, Laval, QC, Canada) for 5 min at 70°C, 
followed by an incubation at 42°C for 60 min and 94°C for 5 min with 1 mM dNTPs 
(Roche Applied Science, Laval, QC, Canada), 20 U RNAse inhibitor (Invitrogen, 
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Burlington, ON, Canada) and 30 U reverse transcriptase AMV (Roche Applied Science, 
Laval, QC, Canada). cDNA (1 \xL) was amplified with PCR thermocycler (Biometra, 
Goettingen, Germany) with a mix of 1 mM of each primer pair (Integrated DNA 
Technologies, Toronto, ON, Canada), 0.4 mM dNTPs, 2.5 \xL 10X PCR buffer and 1 U Taq 
polymerase (Roche Applied Science, Laval, QC, Canada). For DRD2 analysis, the primers 
were 5'-TCGTCATCGCTGTCATCGTC-3' (forward) and 5'-
CAGCTGTGTACCTGTCGATG-3' (reverse) (Larouche et al., 2008) and the parameters 
were: 94°C 2 min followed by 30 cycles (94°C 45 sec, 60°C 45 sec and 72°C 30 sec) and 
72°C 7 min. For GAPDH analysis, the primers were 5'-CCAAAGTTGTCATGGATGAC-
3' (forward) and 5'-GTGAAGGTCGGTGTGAACCG-3' (reverse) and the parameters 
were: 94°C 2 min followed by 25 cycles (94°C 40 sec, 55°C 40 sec and 72°C 60 sec) and 
72°C 10 min. cDNA product (10 \xL) was migrated in 2% agarose gel with TBE IX (90 
mM Tris, 90 mM boric acid and 2 mM EDTA) containing éthidium bromide and 
densitometric analysis was done using Quantity One and NIH ImageJ softwares. GAPDH 
was used as référence for PCR analysis. Data were analyzed using Mann-Whitney test. 
Analysis of protein expression 
Whole cell protein extracts were acquired when SH-SY5Y cells were grown to 90% 
confluence (100 mm cell culture dishes). Cells were washed twice with D-PBS (Invitrogen, 
Burlington, ON, Canada), scraped and lysed, on ice for 15 min, with RIPA buffer : 20 mM 
Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1.0% (w/v) Nonidet-P40, 0.5% (w/v) Na-
deoxycholate, 0.1 % (w/v) SDS supplemented with SIGMAF.45T™ protease inhibitor 
cocktail IX (containing 4-(2-Aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride 
(AEBSF), bestatin hydrochloride, leupeptin, E-64, aprotinin, pepstatin A, and 
phosphoramidon disodium sait) (Sigma-Aldrich, Oackville, ON, Canada). After 
centrifugation at 13,000 g for 15 min, supernatant (total protein extract) was kept and 
stored at -20°C until usage. Protein concentrations were measured by the Coomassie Plus 
(Bradford) Protein Assay reagent (Thermo Fisher Scientifîc, Rockford, IL, USA), using 
bovine sérum albumin (BSA) as a standard. Western blotting was done as described 
previously (Larouche et al., 2008). Soluble proteins (10-30 ^g) had migrated by SDS-
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PAGE electrophoresis (10% sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel) for 1 h 30 min 
at 120 V and transferred onto Immobilon-P polyvinylidene fluoride (PVDF) transfer 
membrane (Millipore, Billerica, MA, USA). Membranes were blocked in 8% (w/v) milk 
powder in Tris buffered saline (TBS) supplemented with 0.2% (v/v) Tween-20 (TBST) for 
lh30 at room température. Incubation with primary antibodies DRD2 (1:500), Bcl-2 
(1:500) and P-actin (1:10 000) was done at 4°C overnight. After three washes of 10 min 
each with TBST, membranes were incubated with secondary antibody goat anti-mouse 
IgG-HRP (1:10 000) for 1 h 30 at room température. After three other washes, membranes 
were developed with Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus (PerkinElmer, 
Waltham, MA, USA) and Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences, Baie d'Urfe, QC, 
Canada) and NIH ImageJ software was used for densitometric analysis. (3-actin was used as 
référence. Data were analyzed using Mann-Whitney test. 
Colorimetric assay of lipid peroxidation with l-methyl-2-phenylindole 
The measurement of malondialdehyde (MDA), an important toxic byproduct of lipid 
peroxidation, has been widely used for determining lipid peroxidation (Esterbauer and 
Cheeseman, 1990). The amount of MDA was assessed by its reaction with l-methyl-2-
phenylindole (1M2P). Hydrolysis of Schiff Bases was done as described previously 
(Gerard-Monnier et al., 1998). SH-SY5Y cells were washed once with D-PBS (Invitrogen, 
Burlington, ON, Canada), scraped, lysed in 30 \iL 0.04 N HC1 for 80 min at 60°C and 
centrifuged for 10 min at 2000 g, 4°C and the supernatant retained for analysis. For the 
colorimetric assay (Gerard-Monnier et al., 1998), the standard curve was done using 
différent concentrations of MDA diluted in acetonitrile/MeOH (3:1). 10 \xL of supernatant 
or standard was added to 32.5 [xL of a solution of 15.38 mM 1M2P in acetonitrile/MeOH 
(3:1) for a final concentration of 10 mM 1M2P. For each sample, a sample blank, 
containing 10 \xL of sample's supernatant and 32.5 fxL acetonitrile/MeOH (3:1), was 
included. The blank for the séries of assays contained 10 \xL water and 32.5 \xL 
acetonitrile/MeOH (3:1). The reaction was started by adding 7.5 \xL 12 N HC1, and 
incubation was allowed to proceed for 40 min at 45°C. Samples were centrifuged for 10 
min at 9000 g at room température, and the absorbance of the supernatants was read at 586 
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nm on a Nanodrop® spectrophotometer (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, USA). 
Data were analysed using Mann-Whitney test. 
Immunochemical détermination of protein carbonyl groups 
Western blotting and transfer on PVDF membranes were done as described previously. 
Thereafter, membranes were subjected to 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) 
derivatization as follows (Robinson et al., 1999). Membranes were incubated sequentially 
in 100% methanol (MeOH) for 1 min, in 20% MeOH-80% TBS for 5 min and in 2 N 
hydrochloric acid (HCl) for 5 min at room température. Then, membranes were incubated 
in a solution of DNPH (0.01 % (w/v) in 2 N HCl) for 5 min and washed three times in 2 N 
HCl (for 5 min per wash) and seven times in 100% MeOH (for 5 min per wash). 
Membranes were incubated for 5 min in TBS and blocked in 5% milk powder in TBS for 1 
h at room température. Incubation with primary rabbit antibody anti-dinitrophenyl-KLH 
(1:25 000) in TBS containing 5% (w/v) milk powder and 1% (v/v) Tween-20 was 
performed for 1 h at room température. After three washes of 5 min each in TBS 
containing 5% (w/v) milk powder and 1% (v/v) Tween-20, membranes were incubated with 
goat anti-rabbit IgG-HRP (1:10 000) in TBS containing 5% (w/v) milk powder and 1% 
(v/v) Tween-20 for 1 h at room température. Membranes were washed five times for 5 min 
in TBS containing 5% (w/v) milk powder and 1% (v/v) Tween-20 and once with TBS 
containing 0.05% (v/v) Tween-20 before development with Western Lightning 
Chemiluminescence Reagent Plus (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) and Hyperfilm ECL 
(Amersham Biosciences, Baie d'Urfe, QC, Canada) and densitometric analysis with NIH 
ImageJ software. As blanks, membranes were treated in the same way, but DNPH solution 
was replaced by 2 N HCl. Data were analyzed using Mann-Whitney test. 
Cellular superoxide anion assay 
The principle of this assay is that the blue fluorescent dye dihydroethidium (DHE) is 
oxidized by superoxide anion (O2") to éthidium, which stains the nucleus a fluorescent red. 
A 5 % (w/v) stock solution of DHE in 100% dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich, Oakville, 
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ON, Canada) was prepared and stocked at -20°C. Cells were grown on sterilized micro 
cover glasses (22x22 mm) in 6-well plates. SH-SY5Y cells were treated with DHE, for a 
final concentration of 10 \iM, 20 min before the end of antipsychotics treatment (Molina-
Jimenez et al., 2004). Then, micro cover glasses were mounted on micro slides (25x75x1 
mm) with ProLong® Gold antifade reagent with DAPI (Invitrogen, Burlington, ON, 
Canada), following manufacturer's instructions. The oxidation product of DHE was 
measured by confocal microscopy (Olympus Fluoview FVlOOO) at excitation wavelength 
543 nm and the nuclear staining with DAPI was obtained at excitation wavelength 405 nm. 
Confocal microscope settings were maintained constant for each séries of assays. The 
fluorescence intensity of the two fields of view was measured using Metamorph software. 
DHE staining was normalized with DAPI fluorescence. Data were analysed using Mann-
Whitney test. 
Results 
Effects of antipsychotics on DRD2 expression 
We first evaluated the effects of saturating, but clinically relevant concentrations (Kapur et 
al., 2002; Marchese et al, 2002; Muller et al., 2007) of a first-generation antipsychotic 
(FGA), haloperidol, and a second-generation antipsychotic (SGA), amisulpride, on the 
expression of dopaminergic receptor D2 (DRD2) présent on undifferentiated human SH-
SY5Y neuroblastoma cells. Haloperidol and amisulpride are both DRD2 spécifie 
antagonists without significant 5-HT2 serotonin receptor antagonism at the concentrations 
used hère. Acute treatment with 10 nM haloperidol for 3 h induced a robust increase in 
DRD2 mRNA levels (+52%; /?<0.001) (Fig. 1). We then examined whether this altération 
in DRD2 mRNA expression was also évident at the protein level (Fig. 2). Haloperidol 
treatment for 6 days resulted in a significant increase in DRD2 protein levels, reaching a 
42% élévation (p<0.0l) (Fig. 2A). Interestingly, this DRD2 up-regulation was not 
observed following amisulpride, the SGA, treatment. Indeed, application of 100 nM 
amisulpride did not change DRD2 mRNA content (p=0.l4) (Fig. 1) and protein level 
(p=0.11) (Fig. 2A). 
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Fig. 1. Semi-quantitative analysis of DRD2 expression level after treatment with 
antipsychotics and (±)-a-Lipoic acid. As compared with control (CTL), treatment for 3 h 
with haloperidol (HAL) (10 nM; «=18; ***/?<0.001) increased DRD2 mRNA level, while 
amisulpride (AMI) (100 nM; n=l6;p=0A4) induced a lower increase. Pre-treatment for 24 
h with (±)-cc-Lipoic acid (LA) (200 \iM; n=6; *p<0.05 for haloperidol, p=0A3 for 
amisulpride and/?=0.25 without antipsychotic) attenuated antipsychotic-induced DRD2 up-
regulation. 
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Fig. 2. (A) Western blot analysis of DRD2 expression level after treatment with 
antipsychotics and (±)-ct-Lipoic acid. As compared with control (CTL), treatment for 6 
days with haloperidol (HAL) (10 nM; «=11; **/?<0.01) up-regulated DRD2 protein level, 
while amisulpride (AMI) (100 nM; n=S; p=0.11) induced no significant changes. Pre-
treatment for 24 h with (±)-a-Lipoic acid (LA; 200 fxM) decreased spontaneous DRD2 
expression (n=6; **p<0.01 compared to control) and attenuated antipsychotic-induced 
DRD2 up-regulation (200 \xM; n=6; **p<0.01 for haloperidol, ^=0.30 for amisulpride). 
Probing with DRD2 (B-10) and fi-actin mouse monoclonal antibodies revealed bands at the 
expected molecular weight of 48 kDa and 42 kDa, respectively. (B) Western blot analysis 
of Bcl-2 protein expression. As compared with control (CTL), antipsychotic treatment 
(HAL, haloperidol; AMI, amisulpride) did not affect Bcl-2 expression. Probing with Bcl-2 
(C-2) mouse monoclonal antibody detected a band at the expected size (26 kDa). 
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Effects of(±)-a-Lipoic acid on DRD2 expression 
We next investigated whether oxidative stress was responsible for DRD2 up-regulation at 
both mRNA and protein levels. The involvement of oxidative phenomena was determined 
by lipoic acid application. Pre-incubation (24 h before antipsychotic treatment) with 200 
fxM (±)-cc-Lipoic acid reversed the antipsychotic effects on DRD2 expression. Indeed, (±)-
a-Lipoic acid attenuated haloperidol-induced overexpression of DRD2 mRNA levels 
(haloperidol + (±)-a-Lipoic acid: -40%; /?<0.05 compared to haloperidol alone) (Fig. 1). A 
similar trend was observed on DRD2 protein expression (haloperidol + (±)-ct-Lipoic acid: -
36%; /7<0.05 compared to haloperidol alone) (Fig. 2A). Since amisulpride was without any 
effect on DRD2 mRNA level and protein production, no significant changes were observed 
following pretreatment with (±)-a-Lipoic acid. Furthermore, a 24 h treatment of (±)-cx-
Lipoic acid alone tended to decrease DRD2 expression in mRNA levels (-12%; /?=0.25) 
(Fig. 1) and protein levels (-23%;/?<0.01) (Fig. 2A). 
Corrélation between DRD2 mRNA and protein levels 
We examined whether early (3 h) transcriptional activation of DRD2, represented by DRD2 
mRNA level, predicted DRD2 protein level after 6 days of incubation. Bringing ail 
conditions together (control, haloperidol, amisulpride and (±)-a-Lipoic acid alone and with 
antipsychotic), we found a significant corrélation between early DRD2 mRNA increase and 
subséquent protein levels (R2=0.68; /?<0.05) (Fig. 3). This suggests that early 
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Fig. 3. Corrélation between mRNA and protein levels. DRD2 mRNA levels correlated with 
DRD2 protein levels (R2=0.68; *p<0.05). 
Effects of antipsychotics on cell viability 
It has been previously reported that chronic treatments with neuroleptic drugs resulted in 
reduced cell viability (Behl et al., 1995). We therefore verified whether acute treatment for 
3 h with antipsychotics (10 nM haloperidol or 100 nM amisulpride) decreased SH-SY5Y 
cell viability, using the thiazolyl blue tetrazolium (MTT) assay. Treatment for 3 h with 
antipsychotics did not reduce cell viability (data not shown). We also examined whether 
prolonged application of haloperidol (10 nM) and amisulpride (100 nM) to human SH-
SY5Y neuroblastoma cells affected the protein levels of Bcl-2, a key regulator of 
programmed cell death and apoptosis. Neither antipsychotic drug induced variations in 
Bcl-2 expression at the protein level (Fig. 2b), confirming that haloperidol and amisulpride 
were not cytotoxic at the doses used hère. 
Effect of alpha-methyl-DL-tyrosine on DRD2 protein levels 
SH-SY5Y cells are known to synthesize and accumulate dopamine and norepinephrine 
(Shaul et al., 2003), which may tonically control DRD2 expression levels. To test this 
hypothesis, we next investigated the effect of catecholamine depletion on DRD2 
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expression. Cells were then treated for 24 h with 1 mM alpha-methyl-DL-tyrosine 
(AMPT), a tyrosine hydroxylase inhibitor, which elicited a significant increase in DRD2 
protein levels (+35%; p<0.0l) (Fig. 4). Interestingly, pretreatment with AMPT prevented 
antipsychotic-induced DRD2 mRNA up-regulation, (AMPT +10 nM haloperidol: +3%; 
p=0.65 and AMPT + 100 nM amisulpride: -8%; p=0.23 compared to control) (Fig. 5). This 
suggests that catecholamine synthesis contributes to the régulation of DRD2 expression by 
antipsychotics. 
Fig. 4. Western blot analysis of DRD2 protein level after treatment with alpha-methyl-DL-
tyrosine (AMPT). As compared with control (CTL), treatment for 24 h with AMPT (1 mM; 
n=3; **/?<0.01) up-regulated DRD2 protein level. 
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Fig. 5. Semi-quantitative analysis of DRD2 expression level after treatment with alpha-
methyl-DL-tyrosine (AMPT). As compared with control (CTL), treatment for 24 h with 
AMPT (1 mM) prevented the up-regulation of DRD2 mRNA induced by 3 h incubation 
with haloperidol (HAL) (10 nM; n=l0; p=0.65 compared to control) or amisulpride (AMI) 
(100 nM; n=l0;p=0.23 compared to control). 
Effect of antipsychotics and (±)-a-Lipoic acid on malondialdehyde levels 
We also evaluated the implication of oxidative stress in antipsychotic- and (±)-a-Lipoic 
acid-induced effects on DRD2 expression by measuring the level of lipid peroxidation 
products in SH-SY5Y neuroblastoma cells. The most widely used marker of lipid 
peroxidation is malondialdehyde (MDA). MDA levels were increased after acute treatment 
for 3 h with 10 nM haloperidol (+132%; /?<0.05), but not following amisulpride application 
(+13%; p=0J5) (Fig. 6A). Pre-incubation for 24 h with 200 \xM (±)-a-Lipoic acid also 
tended to normalize haloperidol-induced increase of MDA level (haloperidol + (±)-ct-
Lipoic acid: -37%; p=0A3 compared to haloperidol alone) (Fig. 6A). Furthermore, 
prolonged treatment (6 days) with 10 nM haloperidol increased MDA levels (+145%; 
p<0.00l), while 100 nM amisulpride did not induce significant effect (+2%; p=0.94) (Fig. 
6B). Pre-treatment with 200 \xM (±)-a-Lipoic acid for 6 days reversed haloperidol-induced 
increase of MDA concentration (haloperidol + (±)-a-Lipoic acid: -73%; p<0.001) (Fig. 
6B). 
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Fig. 6. Colorimetric assay of lipid peroxidation with l-methyl-2-phenylindole. (a) As 
compared with control (CTL), treatment for 3 h with haloperidol (HAL) (10 nM; n=3; 
*p<0.05) induced an increase in malondialdehyde (MDA) concentration. This rise was not 
observed with the SGA, amisulpride (AMI) (100 nM; n=3;p=0.15). Pre-treatment for 24 h 
with (±)-a-Lipoic acid (LA; 200 \xM) attenuated antipsychotic-induced increase of MDA 
accumulation (n=3; p=0.13 for haloperidol, p=0.65 for amisulpride and 77=0.77 without 
antipsychotic). (b) As compared with control (CTL), treatment for 6 days with haloperidol 
(HAL) (10 nM) induced an increase in MDA level (n=4; ***/?<0.001), while amisulpride 
(AMI) (100 nM) did not induce significant changes (n=4; p=0.94). Pre-treatment with (±)-
a-Lipoic acid attenuated haloperidol-induced increase of MDA concentration (n=4; 
***p<0.001 for haloperidol and/?=0.72 for amisulpride compared to antipsychotic alone) 
and attenuated basai MDA level (n=4; ***/?<0.001 compared to control). 
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Effects of antipsychotics and (±)-a-Lipoic acid on protein carbonylation. 
We also assessed the effects of antipsychotics on the changes in protein carbonylation 
process, a well-established biochemical perturbation resulting from oxidative stress. 
Prolonged treatment for 6 days with 10 nM haloperidol provoked a robust increase in 
protein carbonylation level in SH-SY5Y cells (+83%; /?<0.001) (Fig. 7), while 100 nM 
amisulpride did not induce significant changes (+14%;/?=0.51) (Fig. 7). In a second set of 
experiments, we further determined whether (±)-a-Lipoic acid-induced atténuation of 
antipsychotic effects was also able to block the enhancement in protein carbonyl formation. 
Pre-treatment with 200 [xM (±)-a-Lipoic acid for 24 h before antipsychotic application 
attenuated haloperidol-induced accumulation of protein carbonylation (haloperidol + (±)-cc-
Lipoic acid: -42%; /?<0.01 compared to haloperidol alone) (Fig. 7). Furthermore, pre-
incubation with (±)-cc-Lipoic acid decreased the basai level of protein carbonylation 
observed in the présence of amisulpride (amisulpride + (±)-a-Lipoic acid: -80%; p=0A2, 
compared to amisulpride alone) (Fig. 7). 
CTL LA HAL HAL AMI AMI 
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Fig. 7. Western blot analysis of protein carbonyl groups. As compared with control (CTL), 
treatment for 6 days with haloperidol (HAL) (10 nM; «=8; ***/?<0.001) increased protein 
carbonyl groups, while amisulpride (AMI) (100 nM; n=5; p=0.5l) had no effect. Pre-
treatment for 24 h with (±)-a-Lipoic acid (LA; 200 \xM) reversed antipsychotic effects 
(n=$; **/?<0.01 for haloperidol and n=3;p=0A2 for amisulpride, compared to antipsychotic 
alone) and did not change basai protein carbonylation (n=5; p=0.44 compared to control). 
Treatment with 2,4-dinitrophenylhydrazine and probing with anti-dinitrophenyl-KLH 
rabbit antibody revealed protein carbonyl groups. 
Effects of antipsychotics and (±)-a-Lipoic acid on superoxide anion production 
It is well known that free radicals and other oxygen species can oxidize proteins and lipids, 
leading to neuronal damage. We then examined the rôle of oxidative stress in 
antipsychotics- and (±)-cc-Lipoic acid actions on DRD2 expression, by determining 
superoxide anion production by fluorescence assay with dihydroethidium (DHE). Acute 
treatment for 3 h with 10 nM haloperidol increased red fluorescence intensity and therefore 
superoxide anion production (+28%; /?<0.05) (Fig. 8), while treatment with 100 nM 
amisulpride did not induce significant changes (-3%;p=0.19) (Fig. 8). Pre-treatment for 24 
h with 200 \xM (±)-a-Lipoic acid reversed haloperidol-induced increase of superoxide 
anion production (haloperidol + (±)-a-Lipoic acid: -38%; /?<0.01 compared to haloperidol 
alone) (Fig. 8). 
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Fig. 8. Fluorescence assay of superoxide production with dihydroethidium (DHE). DAPI 
stained nucleus in blue. Ethidium, the product of the oxidation of DHE by superoxide 
anion, produced a red fluorescence. As compared with control (CTL), treatment for 3 h 
with haloperidol (HAL; 10 nM) increased superoxide production (n-10; */?<0.05), while 
amisulpride (AMI; 100 nM) did not induce significant changes (w=8; p=0.79). Pre-
treatment for 24 h with (±)~a-Lipoie acid (LA; 200 \xM) did not affect the basai level of 
superoxide anion production (n=10;p=Q.55 without antipsychotic) but was able to reverse 
antipsychotic-induced superoxide production («=9; **/?<0.01 for haloperidol and #=8; 
p=Q.64 for amisulpride), 
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Discussion 
The results presented hère are the first, to our knowledge, to provide évidence for a link 
between the two prominent theoretical mechanisms of tardive dyskinesia, namely oxidative 
stress and DRD2 up-regulation (Cadet, 1994; Pai et al., 1994; Schroder et al., 1998). We 
show that two distinct, relatively sélective DRD2 antagonists, elicited différent responses in 
DRD2 régulation. Haloperidol, a high potency FGA prone to increase oxidative stress, 
induced a robust increase in DRD2 expression (mRNA and protein levels). On the other 
hand, amisulpride, a SGA with no significant effect on oxidative status, produced no 
significant effect on DRD2 mRNA expression and on DRD2 protein levels after 6 days. 
This DRD2 up-regulation was unlikely related to toxicity or apoptosis, since antipsychotic 
treatment did not influence cell viability and protein levels of Bcl-2, a key regulator of 
programmed cell death and apoptosis. To our knowledge, this is the first report of in vitro 
modulation of endogenous DRD2 levels by antipsychotics and the first démonstration that 
the differential effect of FGAs and SGAs can be replicated in a cellular model of human 
origin. We also showed a significant corrélation between early (3 h incubation) increase of 
DRD2 mRNA and subséquent (6 days incubation) protein levels. Thus, acute DRD2 
transcriptional activation appears to be a significant predictor of later DRD2 protein levels. 
The DRD2 up-regulation by antipsychotic drugs could be partially replicated with 
alpha-methyl-DL-tyrosine (AMPT), an inhibitor of tyrosine hydroxylase (TH). TH 
catalyzes the rate-limiting step in the biosynthesis of catécholamines (Kumer and Vrana, 
1996). The facts that AMPT increased DRD2 expression and prevented antipsychotics-
induced DRD2 up-regulation suggest that the antipsychotic-induced effect is regulated in 
an auto/paracrine manner by endogenous catécholamines (Odagaki et al., 1995; Shaul et al., 
2003), which to some extent mimics in vivo findings (Ghisi et al., 2009). At the présent 
time, we do not know whether other pharmacological effects of haloperidol (e.g. sigma 
receptors modulation) or of amisulpride (e.g. DRD3 inhibition) contribute to the régulation 
of catecholamine metabolism. Taken together, our results suggest that endogenous 
catécholamines control the level of DRD2 expression in SH-SY5Y cells and that disruption 
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of catecholamine synthesis (by AMPT) or antagonism of their effect on D2 receptors (by 
antipsychotics) induces a compensatory overexpression of the dopamine D2 receptor. 
We also investigated the effects of (±)-a-Lipoic acid on DRD2 expression in human 
SH-SY5Y cells to ascertain the contribution of oxidative status to DRD2 expression in this 
model. Lipoic acid is a compound found naturally in plants and animais and is an essential 
cofactor for pyruvate déhydrogénase and ct-ketoglutarate déhydrogénase in mitochondria 
(Packer et al., 1997). It has been reported that (±)-a-Lipoic acid has antioxidant properties, 
by scavenging reactive oxygen species (ROS) and by modulating cell signaling networks 
that regulate endogenous antioxidant potential, and is effective for prévention of oxidative 
stress (Packer and Tritschler, 1996; Petersen Shay et al., 2008). (±)-cc-Lipoic acid 
treatment by itself decreased DRD2 expression, which suggests that basai oxidative 
conditions of cell culture (Halliwell, 2003; Leist et al., 1996) tonically increase DRD2 
levels. This is consistent with the idea that a physiological level of ROS is required for the 
proper régulation of cell function. Moreover, (±)-a-Lipoic acid reversed the effects of 
haloperidol on DRD2 mRNA and protein levels, suggesting (1) that normalization of 
oxidative status is sufficient to counteract the haloperidol-induced DRD2 up-regulation and 
(2) that some early events triggered by APs are influenced by the oxidative status of the cell 
(even in the absence of additive oxidative stress, as witnessed for amisulpride). 
We next wanted to document directly the effect of antipsychotic drugs and (±)-a-
Lipoic acid on différent oxidative parameters in our cell System. On the basis of the récent 
results of Sedlak et al (Sedlak et al., 2009), we chose to investigate lipid peroxidation and 
protein carbonylation, which are indicators of lipid and aqueous phase oxidative 
disturbances, respectively. Lipid peroxidation was assessed through malondialdehyde 
(MDA) levels measured with the l-methyl-2-phenylindole (1M2P) assay (Esterbauer and 
Cheeseman, 1990). Indeed, treatment for 3 h with haloperidol, but not amisulpride, 
induced a robust increase of lipid peroxidation, which was again fully reversed by (±)-a-
Lipoic acid. A similar trend was observed with antipsychotic treatment for 6 days. This 
resuit suggests that oxidative stress is persistent with long-term treatment with haloperidol. 
Treatment with (±)-a-Lipoic acid alone induced a decrease of lipid peroxidation, which 
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confirms the existence of some basai oxidative stress under standard cell culture conditions 
(Sedlak et al., 2009; Stardtman, 1990). Very similar results were obtained regarding the 
carbonylation of amino acid residues. Taken together, thèse results confirm that 
haloperidol, at a clinically relevant concentration, elicits a very significant increase in 
oxidative parameters (effect sizes of 5.0 and 4.4 SDs over controls, respectively, for MDA 
level and protein carbonylation). In a similar fashion, the monitoring of éthidium 
fluorescence confîrmed a direct increase of superoxide anion production in the présence of 
haloperidol and its reversai by (±)-a-Lipoic acid. This is in agreement with the known 
effects of haloperidol on mitochondrial complex I (Balijepalli et al., 2001). Superoxide 
anion is a highly reactive oxygen species (ROS), which plays a crucial rôle in mechanisms 
in neurodegenerative diseases (Beal, 1995). In the metabolic pathway of free radicals, 
superoxide anion is metabolized, by superoxide dismutases, to hydrogen peroxide, which 
forms hydroxyl radicals and then causes oxidative stress if it is not decomposed to water 
and oxygen by glutathione peroxidase and catalase (Yao et al., 1998). DRD2 
overexpression, a prominent property of FGAs, can be replicated in vitro, parallels the 
effect of APs on oxidative status, and can be prevented by (±)-cc-Lipoic acid. It has been 
reported that alpha-lipoic acid supplementation decreased haloperidol-induced tardive 
dyskinesia and oxidative stress in rats (Thaakur and Himabindhu, 2009), which supports 
the potential clinical relevance of our findings. (±)-a-Lipoic acid has a potential 
therapeutic use for prévention and treatment of FGAs-induced extrapyramidal symptoms 
like tardive dyskinesia. In fact, it has been determined that lipoic acid is effective in both 
prévention and treatment of several neurological disorders because of its capacity to cross 
the blood-brain barrier and accumulate in brain and that it constitutes an promising 
treatment for neurodegenerative diseases implicating oxidative stress (Packer et al., 1995). 
Further work will be necessary to understand the underlying mechanisms of 
antipsychotic-induced DRD2 up-regulation and oxidative stress. It has been reported that 
DRD2 expression is negatively controlled by dopamine receptor regulating factor (DRRF 
or KLF16) (Lee et al, 2003) and positively controlled by transcription factors specificity 
protein 1 (Spl) and activator protein 1 (AP-1) (Wang et al., 1997). It has been 
demonstrated that nuclear factor kappa B (NFKB) has a direct rôle in DRD2 up-regulation 
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by nerve growth factor (NGF) on prolactinomas (Bontempi et al., 2007; Fiorentini et al., 
2002). Also, it has been reported that Spl, AP-1 and NFkB are activated by oxidative 
stress (Aggeli et al., 2006; Rojo et al., 2004; Ryu et al., 2003). Then, it will be interesting 
to study, using the same antipsychotics and (±)-a-Lipoic acid, the possible rôle of thèse 
transcription factors in the relation between antipsychotics-induced DRD2 up-regulation 
and oxidative stress. 
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5. Discussion 
5.1. Le modèle in vitro à l'étude 
5.1.1. Le choix du modèle cellulaire 
Le modèle in vitro, utilisé dans le présent projet, est la lignée cellulaire de neuroblastomes 
humains SH-SY5Y. Ces cellules ont des propriétés neuronales de phénotype 
catécholaminergique, comme le transport de la DA et de la noradrénaline, l'expression des 
enzymes catalysant la synthèse et le métabolisme de la DA et de Pacétylcholine et 
l'expression des récepteurs dopaminergiques et cholinergiques (Biedler et al, 1978; Willets 
et al, 1995). De plus, ces cellules sont sensibles au stress oxydatif (Amoroso et al, 1999; 
Uberti et al, 2002). 
5.1.2. Le choix des molécules antipsychotiques 
L'halopéridol a été choisi comme APG, puisqu'il s'agit d'un traitement de référence lors 
d'un diagnostic de schizophrénie. L'amisulpride a été sélectionné comme ASG, étant donné 
que cette molécule a un profil pharmacologique similaire à l'halopéridol, c'est-à-dire la 
propriété d'antagonisme du récepteur DRD2, en l'absence d'antagonisme significatif du 
récepteur 5HT2A. Les concentrations utilisées d'APs sont cliniquement pertinentes (Kapur 
et al, 2002; Marchese et al, 2002; Muller et al, 2007) et ne sont pas cytotoxiques (Vilner 
étal, 1995). 
5.1.3. Le choix de l'antioxydant 
L'acide lipoïque a été choisi comme molécule antioxydante pour l'étude de l'implication du 
stress oxydatif dans la régulation du récepteur DRD2. 
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Le GSH est un antioxydant majeur du système cellulaire et est nécessaire pour maintenir. 
l'équilibre du statut rédox. Le GSH est synthétisé par une réaction impliquant les enzymes 
y-glutamyl cystéine ligase (y-GCL) (E.C.6.3.2.2.), qui catalyse l'étape limitante, et 
glutathion synthétase (E.C.6.3.2.3.). La diminution du niveau de GSH, qui caractérise le 
stress oxydatif, suit la perte de groupes thiols (PrSH) libres dans les protéines 
(Ravindranath et Reed, 1990) et il a été démontré que la depletion de GSH précède 
l'inhibition de l'activité du complexe I mitochondrial (Jenner, 1993). Ainsi, il a été suggéré 
que les substances pouvant augmenter le niveau de GSH peuvent protéger contre les 
maladies médiées par le stress oxydatif (Mariani et al, 2005; Schulz et al, 2000). Le GSH 
lui-même ne traverse pas bien la barrière hémato-encéphalique et ne peut être administré de 
manière exogène. Les GSH esters, quant à eux, sont bien absorbés, mais n'augmente que 
les niveaux rénal, hépatique et cardiaque de GSH, et non le niveau cérébral de GSH. En 
fait, sur un modèle d'ischémie cérébral de rat (Panigrahi et al, 1996), le traitement avec le 
GSH isopropyl ester n'augmente pas le niveau cérébral de GSH. 
La fonction de chélateur d'ions, pour freiner la réaction de Fenton (1) qui produit des 
radicaux hydroxyl, est importante, étant donné qu'il a été rapporté que des antioxydants 
non-chélateurs, comme les flavonoïdes (Laughton et al, 1989), peuvent réduire le fer et 
ainsi exacerber les réactions ion-dépendantes. Ceci suggère que le meilleur antioxydant doit 
posséder les propriétés de « scavenger » de ROS et de chélateur d'ions. 
5.1.3.1. La vitamine E 
La vitamine E (a-tocophérol) exerce son action antioxydante via le mécanisme de 
« scavenger » des radicaux libres (Traber et Atkinson, 2007). La vitamine E atténue 
partiellement le développement de l'hypersensibilité dopaminergique induite par 
l'halopéridol (Gattaz et al, 1993). Bien que plusieurs études in vivo démontrent l'efficacité 
de la co-administration de la vitamine E avec l'halopéridol pour le traitement de la 
dyskinésie tardive (Lohr et Caligiuri, 1996), ce traitement connaît cliniquement un succès 
limité (Elkashef et al, 1990). En effet, la vitamine E est un antioxydant puissant, mais ne 
peut pas délivrer les équivalents thiols pour compenser la perte des groupes thiols et donc 
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normaliser le niveau de GSH. De plus, il a été rapporté que la vitamine E est pro-oxydante 
(Dyatlov et al, 1998; Lai et Yu, 1997) et peut être même léthale à de fortes concentrations 
(Miller étf al, 2005). 
5.1.3.2. La N-acétylcystéine 
La N-acétylcystéine (NAC), administrée oralement, est bien absorbée et traverse la barrière 
hémato-encéphalique (Borgstrom et al, 1986). La NAC améliore le stress oxydatif, induit 
par l'halopéridol, chez le rat (Harvey et al, 2008). En fait, la NAC augmente le niveau de 
GSH en stimulant sa formation à partir de la cystéine, le précurseur de l'étape limitante de 
la synthèse de GSH (Atkuri et al, 2007), et protège donc le cerveau contre la depletion de 
GSH (Aydin et al, 2002; Fu et al, 2006; Kamboj et al, 2006). Une étude in vivo (Harvey 
et al, 2008) démontre que l'augmentation de la production d'anion superoxyde et de la 
peroxydation lipidique, induite par l'halopéridol, est prévenue par le traitement avec la 
NAC. Cependant, la même étude démontre que la NAC augmente les niveaux d'anion 
superoxyde à haute concentration, ce qui concorde avec d'autres études qui confirment des 
propriétés pro-oxydantes de la NAC (Wang et al, 2006). De plus, l'administration de NAC 
est associée à des effets secondaires comme les nausées, les vomissements et la diarrhée 
(Flanagan et Meredith, 1991). 
5.1.3.3. L'acide lipoïque 
L'acide lipoïque est un composé naturel retrouvé dans les mitochondries des plantes et des 
animaux, où il joue le rôle de cofacteur de l'enzyme cx-kéto-acide-déhydrogénase de la 
chaîne de transport d'électrons (Bunik et al, 1990; Zimmer et al, 1991) et est impliqué 
dans le métabolisme de l'énergie. Cependant, l'acide lipoïque, administré de manière 
exogène, a d'autres activités biochimiques que sa fonction métabolique normale (Petersen 
Shay étal, 2008). 
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5.1.3.3.1. Les propriétés antioxydantes de l'acide lipoïque 
L'acide lipoïque, lorsqu'il est administré, est réduit en dihydrolipoate (DHLA), une 
réaction catalysée par l'enzyme dihydrolipoamide (LAD). L'acide lipoïque et le DHLA 













Tableau 2. Les radicaux libres pouvant être récupérés (+) par l'acide lipoïque et le 
dihydrolipoate. 
L'acide lipoïque augmente le niveau intracellulaire de GSH en induisant la transcription des 
sous-unités catalytique et régulatoire de l'enzyme y-GCL, qui catalyse l'étape limitante de 
la synthèse de GSH (Petersen Shay et al, 2008). Alors que le traitement au GSH isopropyl 
ester n'augmente pas le niveau de GSH sur un modèle d'ischémie cérébral de rat, l'acide 
lipoïque abolit la perte de GSH, dans le cortex, le striatum et l'hippocampe, et diminue la 
peroxydation lipidique (Panigrahi et al, 1996). De plus, cet antioxydant est un modificateur 
des protéines thiolates (PrSH) et peut influencer les cascades sensibles à l'état rédox des 
groupes thiols (Nakashima et al, 2002). Étant donné que l'enzyme du complexe I 
mitochondrial, la NADH déhydrogénase, est régulée par les groupes thiols (Jha et al, 
2000), l'acide lipoïque peut donc normaliser la fonction mitochondriale. Cette molécule est 
donc un antioxydant thiol efficace (Han et al, 1997; Scott et al, 1994). Cet antioxydant 
peut aussi chélater les ions ferreux, freinant ainsi l'initiation de la réaction de Fenton (1), 
qui produit le radical hydroxyl. 
5.1.3.3.2. Les effets bénéfiques connus de l'acide lipoïque 
L'acide lipoïque est bien toléré chez l'humain et l'animal et traverse la barrière hémato-
encéphalique (Cremer et al, 2006; Ziegler et al, 2006). Il est connu que cette molécule, in 
vivo, améliore les déficits neuromusculaire, cognitif et cardiaque reliés au diabète (Foster, 
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2007; Holmquist et al, 2007; Milgram et al, 2004). L'acide lipoïque est utilisé pour le 
traitement des neuropathies périphériques et cardiaques liées au diabète (Ziegler et Gries, 
1997), de la cataracte (Maitra et al, 1996), de la résistance à l'insuline reliée au diabète de 
type 2 (Jacob et al, 1996), du syndrome d'immunodéfîcience acquise (SIDA) (Packer et 
al, 1995), des maladies cardiovasculaires (Matalon et al, 1984) et de la maladie de 
Parkinson et autres maladies neurodégénératives (Bharat et al, 2002; Bilska et al, 2007; 
Packer et al, 1997). Dans ces cas de traitement, l'acide lipoïque est très bien toléré, malgré 
l'apparition rare d'éruptions cutanées et de nausées sous fortes doses. Il est administré 
principalement par voies intraveineuse ou orale (Ziegler et al, 2006). Cet antioxydant 
améliore aussi la mémoire chez les animaux âgés (Hagen et al, 1999; Suh et al, 2001). 
5.2. L'étude comparative des APs sur l'expression du récepteur DRD2 
Dans le cadre des expérimentations issues du projet de maîtrise, il a été démontré, sur un 
modèle cellulaire de neuroblastomes humains SH-SY5Y, le lien entre la surexpression du 
récepteur DRD2 et le stress oxydatif, deux mécanismes associés au développement de la 
dyskinésie tardive. En effet, il a été démontré que l'halopéridol, un APG induisant le stress 
oxydatif, induit une surexpression du récepteur DRD2, alors que l'amisulpride, un ASG 
n'ayant pas de propriété pro-oxydante, n'a pas d'effet significatif sur le niveau d'expression 
du récepteur DRD2. Il s'agit, à ma connaissance, du premier modèle in vitro de modulation 
des niveaux endogènes du récepteur DRD2 par les APs et de modulation du niveau de 
stress oxydatif à des concentrations cliniquement pertinentes d'APs. Les résultats 
démontrés ici sur le récepteur DRD2 suggèrent certains points. Un traitement à court-terme 
avec l'halopéridol, un APG, antagonise les récepteurs DRD2 afin d'améliorer les 
symptômes schizophréniques, alors qu'un traitement chronique, reproduit ici sur le modèle 
cellulaire, induit une surexpression du récepteur DRD2, ce qui est associé au 
développement de la dyskinésie tardive. Quant à l'amisulpride, un ASG, il n'induit pas 
d'effet sur le récepteur DRD2 à long-terme. 
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5.2.1. Le couplage à la protéine G 
Il est possible que la surexpression du récepteur DRD2 observée suite au traitement à 
l'halopéridol ne nécessite pas le couplage à la protéine G (la protéine Gy0, dans le cas du 
récepteur DRD2). Cependant, il a été rapporté qu'un antagoniste, comme l'halopéridol dans 
ce cas-ci, n'induit pas de couplage du récepteur à la protéine G. Le récepteur DRD2 couple 
la protéine Gy0 sensible à la PTX (de l'anglais pertussis toxin) et l'inactivation de la 
protéine G, par la PTX, prévient la modulation des seconds messagers par le récepteur 
DRD2 (Vallar et Meldolesi, 1989). Par contre, il a été suggéré, sur des cellules gliales 
transfectées, que l'interaction des protéines G, sensibles à la PTX, n'est pas nécessaire à la 
surexpression du récepteur DRD2 (Starr et al, 1995). Cette hypothèse concorde avec des 
résultats, non-présentés ici, du projet de maîtrise, qui démontrent qu'un pré-traitement des 
cellules SH-SY5Y avec la PTX ne prévient pas la surexpression du récepteur DRD2 induite 
par l'halopéridol. Ceci suggère donc l'implication des cascades insensibles à la PTX dans 
ce phénomène. 
5.2.2. Le récepteur sigma, un autre site de liaison de l'halopéridol 
L'effet de l'halopéridol pourrait aussi dépendre de sa liaison au récepteur sigma (o), un 
récepteur intracellulaire qui se retrouve abondant au niveau du striatum (Iyengar et al, 
1990). En effet, l'halopéridol a une grande affinité pour le récepteur a (McCann et Su, 
1990) et diminue le niveau d'expression de ce récepteur in vivo (Itzhak et Alerhand, 1989; 
Itzhak et Stein, 1991). D'ailleurs, il a été démontré une implication du récepteur o dans les 
désordres neuropsychiatriques (Inoue et al, 2000) et une altération de la liaison de ce 
récepteur chez les schizophrènes (Helmeste et al, 1996; Shibuya et al, 1992; Weissman et 
al, 1991). De plus, les ligands a interagissent avec le système dopaminergique (Debonnel 
et de Montigny, 1996; Walker et al, 1990; Zhang et al, 1993) et provoquent, comme 
l'halopéridol, la dyskinésie tardive in vivo (Inoue et al, 2000). Puisque les neuroblastomes 
humain SH-SY5Y expriment le récepteur a (Ault et Werling, 2000), il serait intéressant de 
vérifier l'expression de ce récepteur sur le modèle in vitro présenté ici. 
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5.2.3. L'influence des catécholamines sur l'expression du récepteur DRD2 
Étant donné qu'il a été rapporté que les neuroblastomes humains SH-SY5Y ont la capacité 
à synthétiser la DA et la noradrénaline (Willets et al, 1993), l'influence de la concentration 
endogène de catécholamines (c'est-à-dire les catécholamines synthétisées par les 
neuroblastomes SH-SY5Y eux-mêmes) sur la régulation du niveau d'expression du 
récepteur DRD2 a été étudiée dans ce projet. La diminution de la synthèse de 
catécholamines a été provoquée en traitant les cellules avec Palpha-methyl-para-tyrosine 
(AMPT), un inhibiteur de la TH, l'enzyme limitante de la synthèse des catécholamines. Il a 
été démontré que le traitement à l'AMPT induit une surexpression du récepteur DRD2, ce 
qui suggère que le niveau du récepteur DRD2 est régulé d'une manière tonique, autocrine 
ou paracrine, par la DA endogène. Les résultats décrits ici concordent avec une étude in 
vivo (Ghisi et al., 2009), qui démontre que les souris surexprimant le transporteur de la DA 
(DAT) (DAT-tg) montrent une surexpression du récepteur DRD2, contrairement aux souris 
n'exprimant pas le DAT (DAT-KO). Puisque le DAT recapture la DA libérée dans les 
neurones pré-synaptiques (Sotnikova et al, 2006), une souris surexprimant ce transporteur 
reproduit le même système hypodopaminergique que des cellules traitées avec l'AMPT, 
c'est-à-dire subissant une diminution de la concentration de DA extracellulaire. 
L'augmentation de l'expression du récepteur DRD2 est suivie d'une augmentation du 
couplage du récepteur aux protéines Gy0, ce qui suggère que l'activité intrinsèque est 
préservée. Il aurait été intéressant d'étudier le couplage du récepteur DRD2 aux protéines 
Gi/o, suite au traitement à l'halopéridol. 
5.2.4. L'influence des niveaux de dopamine sur l'action des antipsychotiques 
De plus, il a été démontré, au cours de mon projet, qu'un pré-traitement à l'AMPT prévient 
la surexpression du récepteur DRD2 induite par les APs, ce qui suggère l'importance du 
niveau endogène de DA (synthétisée par les neuroblastomes SH-SY5Y eux-mêmes) pour la 
régulation du niveau d'expression du récepteur DRD2 par les APs. D'ailleurs il a été 
rapporté que l'halopéridol augmente la phosphorylation et l'activité de la TH et stimule 
donc la synthèse de DA via le bloc du récepteur DRD2. L'augmentation de l'activité par 
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l'halopéridol est abolie chez la souris n'exprimant pas le récepteur DRD2 (D2-KO), ce qui 
suggère que le récepteur DRD2 est impliqué dans le contrôle de la DA pré-synaptique 
(Hakansson et al, 2004). 
5.3. L'étude de l'effet de l'acide lipoïque sur l'action des antipsychotiques 
Dans le cadre du projet de maîtrise, il a été démontré que l'acide lipoïque diminue, à lui-
seul, l'expression du récepteur DRD2, ce qui suggère que le statut oxydatif basai régule le 
niveau d'expression du récepteur DRD2 (Halliwell, 2003). De plus, Il a aussi été démontré 
que l'acide lipoïque renverse l'effet des APs sur la régulation du récepteur DRD2, ce qui 
suggère que la normalisation du statut oxydatif est suffisante pour contrecarrer 
l'augmentation de l'expression du récepteur DRD2 induite par l'halopéridol et que l'effet 
des APs est influencé par le statut oxydatif cellulaire. 
5.3.1. Le mécanisme d'action de l'acide lipoïque dans le modèle in vitro 
Il a été rapporté, in vitro, que l'acide lipoïque restaure partiellement les anomalies 
dopaminergiques suite à un traitement au MPP+, le métabolite toxique de MPTP. Ainsi, 
l'acide lipoïque a un potentiel neuroprotecteur contre la toxicité de HP+, le métabolite 
toxique de l'halopéridol, puisque ce métabolite a une structure et une fonctionnalité 
similaires au MPP+. Il serait donc intéressant de vérifier l'action de HP+ sur l'expression du 
récepteur DRD2 et des biomarqueurs de stress oxydatif et de vérifier l'effet neuroprotecteur 
de l'acide lipoïque. Ceci nous permettrait de déterminer si les effets observés avec 
l'halopéridol passent par sa métabolisation en HP+. De plus, il a été démontré que l'acide 
lipoïque augmente le niveau d'expression du récepteur NMD A (StoU et al, 1993; Stoll et 
al, 1994; Tang et Aizenman, 1993), dont l'hypofonction est associé à la schizophrénie. Il 
serait intéressant d'étudier le potentiel neuroprotecteur de l'acide lipoïque via son action sur 
le récepteur NMDA. Enfin, il a été démontré que l'acide lipoïque augmente le niveau de 
GSH sur les neuroblastomes humains SH-SY5Y (Jia et al, 2008): il serait donc intéressant 
de confirmer le rôle neuroprotecteur de l'acide lipoïque contre la perte de GSH, qui pourrait 
potentiellement être causé par le traitement à l'halopéridol. 
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5.4. L'évaluation des biomarqueurs de stress oxydatif 
L'implication directe du stress oxydatif dans l'effet des APs a été évaluée via la mesure de 
différents biomarqueurs de stress oxydatif. Il a été démontré que la peroxydation lipidique 
est augmentée via un traitement de 3 heures et de 6 jours à l'halopéridol, ce qui suggère le 
stress oxydatif est persistant, sur ce modèle cellulaire, avec un traitement à long-terme à 
l'halopéridol. De plus, la carbonylation des protéines est augmentée suite à 6 jours de 
traitement à l'halopéridol. Les résultats obtenus sur ces deux derniers biomarqueurs 
concordent avec une étude in vivo (Agostinho et al, 2007), chez le rat, qui démontre qu'un 
traitement de 56 jours à l'halopéridol, contrairement à la clozapine, induit une forte 
augmentation de la peroxydation lipidique, dans l'hippocampe et dans le cortex, et une 
augmentation des groupes carbonyls, dans le cortex. Ensuite, durant mon projet, il a été 
démontré que l'halopéridol, à 3 heures de traitement, augmente la production d'anion 
superoxyde, un troisième biomarqueur de stress oxydatif. Ce résultat concorde avec une 
étude in vivo (Balijepalli et al, 2001) qui rapporte que l'halopéridol, chez la souris, 
diminue l'activité du complexe I mitochondrial au niveau du cortex frontal, du striatum et 
du mésencéphale. Cette inhibition de l'activité du complexe mitochondriale peut expliquer 
l'augmentation de la production d'anion superoxyde par l'halopéridol, observée dans le 
cadre de ce projet, suite à une perturbation de la chaîne mitochondriale de transport 
d'électrons. Pour l'ensemble des biomarqueurs de stress oxydatif, il a été démontré, ici, que 
l'amisulpride n'a pas d'effet significatif. Ainsi, bien que l'amisulpride a un profil 
pharmacologique semblable à l'halopéridol, la surexpression du récepteur DRD2 retrouvée 
suite à un traitement chronique avec l'halopéridol serait attribuable à l'induction du stress 
oxydatif, que l'on ne retrouve pas suite au traitement avec l'amisulpride (voir la section 
1.3.4.2.2.4. pour d'autres hypothèses qui seraient applicables dans un modèle in vivo). De 
plus, un pré-traitement à l'acide lipoïque des neuroblastomes humains SH-SY5Y prévient 
l'augmentation du stress oxydatif induite par l'halopéridol. Ce résultat concorde avec la 
même étude in vivo décrite antérieurement (Balijepalli et al, 2001), qui rapporte que 
l'acide lipoïque prévient l'inhibition de l'activité du complexe I mitochondrial induite par 
l'halopéridol. 
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5.4.1. Le métabolisme de l'acide arachidonique 
Le métabolisme de l'acide arachidonique (AA) (20:4(n-6)) peut être une source de stress 
oxydatif. Ceci est basé sur l'hypothèse du métabolisme anormal des phospholipides 
membranaires chez les schizophrènes (Horrobin et al, 1994). Plusieurs études (Fenton et 
al, 2000; Ross, 2003) ont démontré que l'on retrouve, chez les schizophrènes, un 
métabolisme anormal des phospholipides membranaires et une diminution des EPUFAs, 
dont l'AA (Horrobin et al, 1991), et donc une augmentation du métabolisme de l'AA (Yao 
et al, 1992) Ce phénomène est associé à une augmentation de l'activité de la phospholipase 
A2 (PLA2X qui catalyse le retrait des EPUFAs des phospholipides. Il a été démontré que 
l'augmentation de l'activité de PLA2 est associée, in vivo, à la peroxydation lipidique. La 
génération des ROS à partir de l'AA peut provenir de sa métabolisation, catalysée par les 
enzymes 5-lipoxygénase (5-LOX) , 12-lipoxygénase (12-LOX) et cyclo-oxygénase (COX), 
et de sa co-oxydation avec la xanthine oxydase (XO). La perte d'AA par la peroxydation 
lipidique amène une diminution de la synthèse des prostaglandines (PGs) (Deby-Dupont et 
al, 1980), un phénomène démontré chez les schizophrènes (Rotrosen et al, 1980). La perte 
d'AA est aussi associée à une hypofonction du récepteur GABAergique (Schwartz et al, 
1988), à une augmentation de la capture de DA et à une diminution de la capture de GABA 
(Rafalowska et al, 1989) (voir la section 5.7.). Il est possible, et il serait intéressant, de 
mesurer l'oxydation enzymatique de l'AA via la détermination du niveau de tromboxane 
B2 (TBX2) (Dietrich et al, 2002). 
5.5. Le potentiel thérapeutique de l'acide lipoïque 
L'acide lipoïque a ainsi un usage thérapeutique potentiel pour le traitement de la dyskinésie 
tardive. Une étude in vivo (Thaakur et Himabindhu, 2009) a rapporté des résultats 
prometteurs en ce qui concerne le potentiel thérapeutique de l'acide lipoïque. En effet, les 
auteurs ont rapporté une atténuation, par l'acide lipoïque, de l'augmentation des 
comportements hypermoteurs (VCMs, de l'anglais vacuous chewing movements) induite 
par un traitement chronique à l'halopéridol chez un modèle de dyskinésie tardive de rat. De 
plus, la même étude a rapporté une atténuation, par l'acide lipoïque, de la catalepsie, 
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caractérisée par une rigidité musculaire, et du déficit locomoteur induits par l'halopéridol. 
Le potentiel thérapeutique dans le traitement de la dyskinésie tardive serait à confirmer sur 
un modèle in vivo de schizophrénie traité chroniquement aux APs (voir la section 6.2.3.1.). 
5.6. L'utilisation du modèle in vitro de neuroblastomes humains SH-SY5Y 
5.6.1. Les avantages 
Outre le fait que le modèle in vitro permettra d'identifier plus spécifiquement les 
mécanismes et les cascades de signalisation impliqués dans la surexpression du récepteur 
DRD2 et le stress oxydatif induits par les APs, le modèle permet d'éviter les facteurs 
confondants que l'on retrouve dans la population schizophrène et qui peuvent influencer la 
réponse aux APs. Tout d'abord, chez les personnes âgées, les concentrations d'halopéridol 
réduits (HP*) sont plus élevées (Chang et al, 1996), ce qui peut augmenter le risque de 
développer la dyskinésie tardive. De plus, il a été rapporté une augmentation d'abus 
d'alcool chez les schizophrènes (Gerding et al, 1999; Regier et al, 1990) et l'alcool 
augmente la formation des radicaux libres et diminue le niveau des enzymes antioxydantes 
SOD et GSH-Px (Schisler et Singh, 1989). Ensuite, la plupart des schizophrènes sont 
fumeurs (Lohr et Flynn, 1992) et on retrouve une augmentation du taux plasmatique de 
peroxydation lipidique chez les fumeurs, comparativement aux non-fumeurs. La fumée de 
cigarette contient des ROS, dont le H2O2, ce qui favorise le stress oxydatif. 
5.6.2. Les limites 
La principale lacune du modèle cellulaire présenté ici est qu'il ne s'agit pas d'une co-
culture neuronale-astrocytaire et que les mécanismes étudiés ne tiennent pas compte des 
interactions entre les cellules neuronales et astrocytaires que l'on retrouve dans l'organisme 
animal. Plusieurs de ces interactions sont décrites ultérieurement. De plus, il a été rapporté 
que l'expression de l'enzyme SOD se retrouve surtout au niveau neuronal (Delacourte et 
al, 1988), alors que celle de l'enzyme GSH-Px est observée principalement au niveau 
astrocytaire (Damier et al, 1993). Ainsi, le GSH est plus abondant dans les cellules 
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astrocytaires (Benzi et Moretti, 1995), ce qui pourrait avoir une influence au niveau d'une 
co-culture neuronale-astrocytaire. De plus, contrairement au modèle in vivo, le modèle 
cellulaire présenté ne permet pas d'étudier les anomalies neurodéveloppementales reliées à 
l'hypothèse neurodéveloppementale de la schizophrénie (Weinberger, 1987). En fait, il a 
été démontré, chez les schizophrènes, une diminution du volume des régions extrastriatales, 
c'est-à-dire le cortex cérébral et le thalamus (Konick et Friedman, 2001; Shenton et al, 
2001), et que ces anomalies corrèlent avec les dysfonctions neurocognitives (Antonova et 
al, 2004). Il a également été démontré une perte neuronale chez les animaux traités 
chroniquement aux APs (Skoblenick et al, 2006; Ukai et al, 2004). 
5.7. L'implication d'autres systèmes de neurotransmetteurs 
Outre le système dopaminergique, d'autres systèmes de neurotransmission, comme le 
système glutamatergique (Goff et Coyle, 2001) et le système GABAergique (GABA; acide 
y-aminobutyrique) (Lewis et al, 2005), sont associés à la schizophrénie et au stress 
oxydatif. En fait, l'altération des systèmes non-dopaminergiques amène un débalancement 
fonctionnel de la DA via leur interaction avec la transmission dopaminergique et contribue 
aux symptômes négatifs et cognitifs de la schizophrénie (Meyer et al, 2005). 
5.7.1. Le système glutamatergique 
5.7.1.1. Le système glutamatergique dans la schizophrénie 
Il a été rapporté qu'une dysfonction de la neurotransmission glutamatergique perturbe 
l'équilibre DA-glutamate (Yao et al, 2001). L'hypothèse glutamatergique de la 
schizophrénie a été étudiée (Carlsson et Carlsson, 1990) et une augmentation de l'activité 
glutamatergique est associée au stress oxydatif et à la neurodégénération (Olney, 1990). Il a 
été rapporté que le stress oxydatif in vivo, via la diminution du niveau de GSH, amène une 
hypofonction du récepteur glutamatergique N-méthyl-D-aspartate (NMDA) (Steullet et al, 
2006). D'ailleurs, Phypofonction du récepteur NMDA contribue à la pathophysiologie de la 
schizophrénie (Coyle, 2006). En effet, l'administration de phencyclidine ou de kétamine, 
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des antagonistes au récepteur NMDA, reproduit les symptômes similaires à. la 
schizophrénie chez des volontaires sains et exacerbe les symptômes chez les patients 
atteints de schizophrénie (Krystal et al, 1994). De plus, les antagonistes du récepteur 
NMDA facilitent la libération de DA dans le striatum (Kegeles et al, 2000; Miller et 
Abercrombie, 1996). 
5.7.1.2. Le système glutamatergique dans la dyskinésie tardive 
Bien que la théorie stipulant le rôle causal de l'hypersensibilité du récepteur 
dopaminergique post-synaptique au niveau du striatum dans la dyskinésie tardive soit 
acceptée, une autre hypothèse propose aussi l'implication de la neurotransmission 
glutamatergique (Jenner et al, 1986). En fait, les APs peuvent amener l'augmentation de la 
neurotransmission glutamatergique striatale, et donc la libération synaptique de glutamate, 
en bloquant l'autorécepteur pré-synaptique et en induisant le stress oxydatif (Tsai et al, 
1998). L'hyperactivité du glutamate, qui est le neurotransmetteur excitatoire majeur du 
SNC, induit une cytoxicité via le stress oxydatif, comme il est observé avec l'hyperactivité 
dopaminergique. Cette cytotoxicité est spécifique aux neurones (Penugonda et al, 2005). 
Plus précisément, le bloc des récepteurs DRD2 induit par les APs amène une augmentation 
de la libération synaptique de glutamate dans le striatum, activant ainsi les récepteurs 
ionotropiques glutamatergiques NMDA et non-NMDA, ce qui amène une dégénération 
neuronale médiée par le stress oxydatif. D'autre part, les ROS diminuent la capture 
présynaptique du glutamate, augmentant la concentration extracellulaire de glutamate 
(Coyle, 2006). La clozapine, un ASG, augmente le niveau de glutamate dans le cortex 
préfrontal sans affecter le niveau striatal (Daly et Moghaddam, 1993), ce qui peut expliquer 
la différence d'efficacité et d'incidence de dyskinésie tardive entre les deux classes d'APs. 
5.7.2. Le système GABAergique 
Le développement de la dyskinésie tardive, chez les singes (Mitchell et al, 2002), corrèle 
avec la perte cérébral de marqueurs GABAergiques, comme le niveau de l'enzyme acide 
glutamique décarboxylase (GAD, de l'anglais glutamic acid décarboxylase) 
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(E.C.4.1.1.15.), et on retrouve un phénomène similaire chez les patients atteints de 
dyskinésie tardive (Andersson et al, 1989). En effet, chez les animaux traités aux APs, on 
observe une diminution du métabolisme de GABA et du niveau de la GAD, l'enzyme de 
l'étape limitante de la synthèse de GABA (Gerlach et Casey, 1988). Les APGs, comme 
l'halopéridol, diminuent le métabolisme de GABA, alors que les ASGs, comme la 
clozapine et l'olanzapine, augmentent le métabolisme de GABA (Thaker et al, 1998), ce 
qui peut expliquer la différence d'incidence de dyskinésie tardive entre les deux classes 
d'APs. 
5.7.3. L'étude des systèmes non-dopaminergiques 
Les cellules de neuroblastomes humains SH-SY5Y, utilisées dans le cadre de ce projet, 
expriment le récepteur NMDA (Nair et al, 1996). Il serait donc intéressant d'étudier la 
modulation de ce récepteur en lien avec l'action de l'halopéridol sur l'expression du 
récepteur DRD2 et le stress oxydatif. L'expression des récepteurs GABA (GABAA et 
GABAB) sur les neuroblastomes humains SH-SY5Y n'est pas décrite, mais il est possible 
de vérifier leur expression et, dans le cas qu'ils sont exprimés dans le modèle in vitro décrit 
ici, d'étudier la modulation de ces récepteurs par l'action de , l'halopéridol. 
6. Conclusion et perspectives 
6.1, Conclusion 
En conclusion, le modèle in vitro de neuroblastomes humains SH-SY5Y a permis de 
démontrer le lien entre la surexpression du récepteur DRD2 et le stress oxydatif, deux 
phénomènes induits par Fhalopéridol, un APG associé à un grand risque de développement 
de la dyskinésie tardive. Aussi, il a été démontré que l'acide lipoïque, un antioxydant, 
prévient les effets de l'halopéridol (voir la figure 13). 
Figure 13. Schéma récapitulatif du projet de recherche. Il a été démontré que le traitement 
chronique aux antipsychotiques de première génération (APGs), comme l'halopéridol, est 
associé au stress oxydatif, qui, à son tour, amène la surexpression du récepteur 
dopaminergique de type 2 (DRD2). Ces phénomènes sont reliés au développement de la 
dyskinésie tardive. L'acide lipoïque diminue le stress oxydatif et la surexpression du 
récepteur DRD2 induit par l'APG. 
6.2. Perspectives 
6.2,1. Les mécanismes de transduction 
En perspectives, le modèle cellulaire servira à étudier en détail les facteurs de transcription 
et les cascades de signalisation impliqués dans la surexpression du récepteur DRD2 et le 
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stress oxydatif induits par l'halopéridol, afin de mieux comprendre le mécanisme de 
développement de la dyskinésie tardive. Il a été démontré que plusieurs facteurs sont 
activés par les ROS (Finkel et Holbrook, 2000). 
6.2.1.1. Les facteurs impliqués dans le stress oxydatif 
6.2.1.1.1. Le facteur de transcription NFKB 
À l'état de repos, le facteur NFKB (de l'anglais nuclear factor-kappa B) est présent dans le 
cytoplasme sous forme d'hétérodimère inactif, formé des sous-unités p50 et p65, complexé 
à IKB (de l'anglais I-kappa-B), une sous-unité protéique inhibitrice. Après une stimulation, 
une cascade de kinase IKK (de l'anglais IKB kinases) provoque la phosphorylation de IKB, 
ce qui convertit IKB en substrat pour sa dégradation par un protéasome. La dissociation 
d'iKB au complexe p50-p65 de NFKB libère ainsi NFKB et le transloque au noyau (Jove et 
al, 2006) (voir la figure 14). 
Figure 14. Le mécanisme d5activation de NFkB. À l'état de repos, le facteur NFKB (de 
l'anglais nuclearfactor-kappa B) est présent dans le cytoplasme sous forme d'hétérodimère 
inactif, formé des sous-unités p50 et p65, complexé à IKB (de l'anglais I-kappa-B). Après 
une stimulation, la kinase IKK (de l'anglais IKB kinases) provoque la phosphorylation de 
IKB, qui est dégradé. La dissociation dTKB au complexe de NFKB libère ainsi NFKB et le 
transloque au noyau. 
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Il a été démontré que précédemment, dans mon laboratoire d'accueil, que le H2O2 active la 
translocation nucléaire de NFKB sur les cellules de neuroblastomes humains SH-SY5Y 
(Larouche et al, 2008), ce qui confirme que NFKB est activé via les mécanismes rédox 
cellulaires (Molitor et al, 1991; Toledano et Léonard, 1991). L'halopéridol induit 
l'expression de NFKB, qui répond directement au stress oxydatif (Post et al, 1998). Enfin, 
l'activation de NFKB est régulée positivement par le récepteur DRD2 (Fiorentini et al, 
2002), dont le promoteur humain contient deux sites de liaison pour NFKB (Bontempi et 
al, 2001). 
Il est à noter qu'il a été démontré que l'activation de NFKB était plus présente dans une co-
culture neuronale-gliale, comparativement à des cultures de neurones ou d'astrocytes 
seulement, ce qui peut constituer une limite du modèle in vitro de neuroblastomes humains 
présenté ici. 
6.2.1.1.2. Les facteurs de transcription Spl et AP-1 
Chez le rat, la séquence du récepteur DRD2 contient deux promoteurs indépendants 
(Valdenaire et al, 1994) contenant plusieurs sites de liaison Spl (de l'anglais Specificity 
Protein 1) et AP-1 (de l'anglais Activator Protein 1) (Wang et al, 1997). Il a été rapporté 
que la depletion du GSH et le traitement au H2O2, in vitro, augmente la liaison des facteurs 
de transcription Spl et Sp3 (de l'anglais Specificity Protein 3) (Ryu et al, 2003). Le facteur 
de transcription AP-1, quant à lui, est régulé positivement par le récepteur DRD2 (Wang et 
al, 1997) et est activé par le H202 (Aggeli et al, 2006). 
6.2.1.1.3. Le facteur de transcription DRRF 
Le facteur DRRF (de l'anglais dopamine receptor regulating factor), aussi connu sous le 
terme KLF16 (de l'anglais Kruppel-like factor 16), est distribué dans les régions striatale et 
mésolimbique (Lee et al, 2003) et colocalise avec les récepteurs DRDl et DRD2. Il a été 
démontré que l'altération de la neurotransmission dopaminergique induit une perturbation 
des niveaux de DRRF. De plus, DRRF lient les mêmes sites de liaison que Spl et AP-1, qui 
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sont d'autres facteurs de transcription modulés par les récepteurs dopaminergiques (Hwang 
et al, 2001). 
6.2.1.1.4. Les cascades de signalisation de JNK et p38 
Les kinases JNK (de l'anglais c-Jun N~terminal Kinase) et p38 sont deux sous-familles des 
MAPKs (de l'anglais mitogen-activated protein kinase) (Kyriakis et Avruch, 1996). Les 
kinases JNK et p38 sont activées par ASKl (de l'anglais Apoptosis Signal-regulating 
Kinase). La protéine régulatrice à l'état rédox thiorédoxine (Trx) lie ASKl, inhibant ainsi 
son activité et celle de JNK et p38. Le stress oxydatif dissocie le complexe Trx-ASKl, 
activant ainsi ASKl et les kinases JNK et p38 (Finkel et Holbrook, 2000) (voir la figure 
15). En effet, il a été rapporté que la toxicité retrouvée chez les cellules dopaminergiques 
est associée à l'activation des cascades JNK et p38 (Gomez-Santos et al, 2003), et que la 
phosphorylation de ces kinases est augmentée par H202, dont les effets sont inhibés par 
l'inhibition sélective de ces cascades (Aggeli et al, 2006). 
Figure 15. L'activation des kinases JNK (de l'anglais c-Jun N-terminal Kinase) et p38. Les 
kinases JNK et p38 sont activées par ASKl (de l'anglais Apoptosis Signal-regulating 
Kinase). La thiorédoxine (Trx) lie ASKl, inhibant ainsi son activité et celle de JNK et p38, 
Le stress oxydatif dissocie le complexe Trx-ASKl, activant ainsi ASKl et les kinases JNK 
et p38. 
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6.2.1.2. La cascade de signalisation Akt/GSK3|3 
Une étude décrite antérieurement (Ghisi et al, 2009), utilisant des souris exprimant le DAT 
(DAT-tg) et reproduisant un système hypodopaminergique, démontre que le traitement à 
l'AMPT des souris sauvages (WT, de l'anglais wild-type), qui amène une surexpression du 
récepteur DRD2 comme les souris DAT-tg, amène une augmentation de la phosphorylation 
de Akt (p-Akt). Ceci pourrait suggérer que l'halopéridol, en parallèle à la surexpression du 
récepteur DRD2, amène une augmentation de la phosphorylation de Akt (p-Akt). Le bloc 
pharmacologique du récepteur DRD2, par l'halopéridol, amène une augmentation du 
niveau de p-Akt chez les souris WT (Emamian et al, 2004). 
D'ailleurs, il a été suggéré deux phases de régulation du RCPG (voir la figure 16). La 
première phase, rapide et de courte durée, est médiée par les cascades AMPc-dépendantes, 
alors que la deuxième phase, lente et de longue durée, est dépendante de la signalisation de 
la p-arrestine2 (cascade de signalisation Akt/GSK3f5 (de l'anglais Glycogen Synthase 
Kinase 3f$)). En effet, la phosphorylation de ERK (de l'anglais Extracellular-signal 
Regulated protein Kinase) et de DARPP32 (de l'anglais dopamine- and cAMP-regulated 
phosphoprotein with molecular weight 32), qui est AMPc-dépendante, survient 30 minutes 
après l'administration d'amphétamine ou de cocaïne (Svenningsson et al, 2003; Valjent et 
al, 2000; Valjent et al, 2006), alors que l'inhibition (déphosphorylation) de Akt par 
l'amphétamine apparaît dans les 30-60 minutes suivant l'administration et persiste au-
dessus de l'effet comportemental (Beaulieu et al, 2004; Beaulieu et al, 2005; Beaulieu et 
al, 2001). 
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Figure 16. Les phases de réponse suite à l'activation du RCPG (récepteur couplé à la 
protéine G). La première phase, rapide et de courte durée, est médiée par les cascades 
AMPc-dépendantes, alors que la deuxième phase, lente et de longue durée, est dépendante 
de la signalisation de la p-arrestine2 (cascade de signalisation Akt/GSK3p (de l'anglais 
Glycogen Synthase Kinase 3)) (Beaulieu et al, 2007). 
6.2.1.2.1. La cascade AMPc-dépendante 
Le récepteur DRD2 régule les cascades AMPc-PKA via la signalisation médiée par la 
protéine G (action canonique) (voir la figure 16). Les effecteurs sont DARPP32, qui régule 
l'efficacité de la signalisation du récepteur dopaminergique (Greengard, 2001), et ERK, qui 
est impliqué dans les réponses aiguës et chroniques aux drogues dopaminergiques 
(Beaulieu et al, 2006; Valjent et al, 2006). La kinase ERK est une sous-famille des 
MAPKs (Kyriakis et Avruch, 1996). Il a été démontré que la TH, qui catalyse la synthèse 
de DA, est phosphorylée par ERK. En fait, l'augmentation de la phosphorylation de la TH 
par l'halopéridol est ERK-dépendante, puisqu'elle est prévenue par l'administration d'un 
Moqueur de l'activation de ERK (SL327) (Hakansson et al, 2004). 
6.2.1.2.2. La cascade AMPc-indépendante 
11 a été rapporté que le récepteur DRD2 signale via un mécanisme indépendant à la protéine 
G impliquant la cascade de signalisation Akt/GSK3j5, médiée par la P~arrestinc2 (voir la 
figure 17), qui a un rôle dans la désensibilisation du RCPG (Beaulieu et al, 2004; Beaulieu 
et ai, 2005; Beaulieu et al, 2006). Les niveaux de Àkt et de GSK3(3 ne sont pas affectés 
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par la modulation directe de l'AMPc dans le striatum de souris, ce qui indique que cette 
cascade est indépendante à l'AMPc (Beaulieu et al, 2004; Beaulieu et al, 2005). Chez la 
souris n'exprimant pas la (ï-arrestine2 ((3-arrestine2-KO), on n'observe pas d'action 
inhibitrice des niveaux élevés de DA sur la phosphorylation de Akt, ce qui indique que le 
récepteur DRD2 régule Akt via la (3-arrestine2 (Beaulieu et ai, 2007). 
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Figure 17. Les cascades de signalisation du RCPG (récepteur couplé à la protéine G). La 
dopamine (DA) active le récepteur dopaminergique de type 2 (DRD2) pour se lier à la 
protéine G\jQ (cascade AMPc-dépendante) ou la (3-arrestine2 (cascade AMPc-indépendante), 
qui enchaîne la cascade de PKA (de l'anglais Protein Kinase A) et la cascade Akt/GSK3|3 
(de l'anglais Glycogen Synthase Kinase 3$) respectivement. 
6.2.1.2.3. La cascade Akt/GSK3|3 dans la schizophrénie 
Chez les schizophrènes, une diminution de l'activité de Akt a été observée (Zhao et al, 
2008). En fait, chez la souris n'exprimant pas le DAT (DAT-KQ), qui constitue un modèle 
génétique de schizophrénie (Gainetdinov et ai, 1999; Giros et al, 1996), on observe une 
inactivation de Akt et une activation de GSK3p, Ces altérations ne sont pas affectées par la 
cascade d'AMPc et sont normalisées par la diminution de la synthèse de DA. le bloc du 
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récepteur DRD2 et l'administration de lithium, un inhibiteur de GSK3P (Beaulieu et al, 
2004). Les APGs et les ASGs peuvent normaliser ce débalancement en prévenant la 
réduction de l'activité de Akt par le récepteur DRD2 et en augmentant la phosphorylation 
de GSK3P, qui correspond à son inhibition, en administration aiguë ou chronique in vivo 
(Li et Xu, 2007). Ainsi, la cascade Akt/GSK3p constitue une nouvelle cible thérapeutique 
pour les désordres neuropsychiatriques (Beaulieu et al, 2004; Beaulieu et al, 2005; 
Beaulieu et al, 2007; Emamian et al, 2004; Li et Xu, 2007). La régulation de GSK3(3 par 
les APs a été démontrée sur les cellules SH-SY5Y (Sutton et al, 2007), mais il a été 
suggéré que la cascade Akt/GSK3p a un rôle dans l'effet antipsychotique du traitement de 
la schizophrénie, alors que d'autres cascades de signalisation pourraient être impliqués dans 
l'induction des effets extrapyramidaux/secondaires induits par les APs (Beaulieu et al, 
2007). 
6.2.2. L'implication des cytokines dans la schizophrénie 
L'implication des cytokines a été démontrée dans les conditions neuropsychiatriques. 
(Anisman et Merali, 2003; Kronfol et Remick, 2000). L'augmentation de l'activité des 
cytokines pro-inflammatoires, comme l'interleukine-ip (IL-lp), l'interleukine-6 (IL-6), 
l'interleukine-2 (IL-2), TNF-a (de l'anglais tumor necrosis factor alpha) et l'interféron-y 
(IFN-y) (Potvin et al, 2008), a été démontrée chez les schizophrènes, ce qui suggère un 
syndrome inflammatoire, à bas bruit, dans la pathophysiologie de la schizophrénie (Muller 
et Ackenheil, 1998). Il a été démontré, chez les schizophrènes, que l'augmentation du 
niveau de IFN-y (Theoharides et al, 2004) est modulée par la DA, la 5-HT et le glutamate 
(Schaefer et al, 2002). L'activation des cytokines au niveau neuronal a un effet sur la 
neurotransmission (Dunn et al, 1999), surtout celle de la DA. En effet, une injection 
intracérébral de IL-1(3 augmente le métabolisme de DA (Dunn, 1992; Zalcman et al, 
1994), ce qui suggère une implication potentielle de IL-1|3 dans l'augmentation du stress 
oxydatif par l'halopéridol via l'augmentation du métabolisme de DA. De plus, 
l'augmentation des niveaux de IL-lp et de TNF-a corrèle avec l'activation de NFKB (Song 
et al, 2009). La suppression de l'activation de NFKB et de AP-1 diminue les niveaux de 
IL-lp, IL-6 et TNF-a (Wang et al, 2005), ce qui démontre l'importante interaction entre 
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ces facteurs de transcription et le niveau de cytokines pro-inflammatoires. Le traitement 
aux APs affecte aussi les niveaux de cytokines (Pollmacher et al, 2000). De plus, il a été 
démontré que l'acide lipoïque réduit le niveau de NFKB induite par TNF-a in vitro, ce qui 
suggère que l'acide lipoïque peut inhiber les conditions pro-inflammatoires via son 
interaction avec NFKB (Zhang et Frei, 2001). 
6.2.2.1. L'étude des cytokines dans le modèle cellulaire 
En plus d'étudier l'influence ces cytokines dans le modèle in vivo présenté ultérieurement 
(voir la section 6.2.3.1.), il serait intéressant d'étudier le niveau et l'effet des cytokines, 
dans le modèle in vitro présenté ici, suite au traitement aux APs et à l'acide lipoïque. La 
libération endogène des cytokines se fait par les cellules résidentes du SNC, c'est-à-dire les 
astrocytes, les microglies et les neurones (Bêcher et al, 2000; Benveniste, 1998). 
Cependant, il a été démontré que les cytokines dérivées des astrocytes et des microglies 
affectent fortement la fonction des neurones (Merrill, 1992). Par exemple, l'activation de la 
microglie par IL-ip et TNF-a amène les neurones à libérer IL-2, qui module les systèmes 
de neurotransmetteurs et contribue au développement de la schizophrénie (Kowalski et al, 
2001). L'absence de cette interaction neuronale-gliale constitue donc une limite du modèle 
cellulaire présenté. 
6.2.3. Étude dans un modèle in vivo 
De plus, il serait primordial de vérifier le lien entre la surexpression du récepteur DRD2 et 
le stress oxydatif sur un modèle in vivo de schizophrénie. Lorsque le modèle in vivo sera 
validé, il serait alors possible de traiter l'animal chroniquement aux APs afin de reproduire 
un modèle in vivo de dyskinésie tardive caractérisé par des comportements hypermoteurs 
(VCMs) (Naidu et Kulkarni, 2001; Naidu et al, 2003; Sasaki et al, 1995; Thaakur et 
Jyothi, 2007). Ce dernier phénomène a été associé à une augmentation de la densité du 
récepteur DRD2 malgré le bloc du récepteur par les APs (Waddington et al, 1983). Ce 
modèle, en plus d'étudier les anomalies neurochimiques, immunes et comportementales, 
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nous permettra de vérifier le potentiel thérapeutique de l'acide lipoïque dans la prévention 
du développement de la dyskinésie tardive. 
6.2.3.1. Le modèle in vivo de schizophrénie 
L'activation immunitaire maternelle, chez la souris, suite à une injection d'acide 
polyinosiniquerpolycytidylique (Poly I:C), provoque des comportements associés à la 
schizophrénie et une altération de la transmission dopaminergique chez les souriceaux 
(Ozawa et al, 2006) et constitue un des modèles les plus représentatifs pour étudier le 
développement de la schizophrénie (Meyer et al, 2005). Le poly I:C est un analogue 
synthétique d'ARN double-brin qui mime une activation virale et active ainsi le système 
immunitaire (Jacobs et Langland, 1996). Chez les souriceaux dont la mère a reçu une 
injection de Poly I:C, on observe une diminution du comportement exploratoire et de 
l'interaction sociale et un déficit de l'inhibition par prépuise sonore du réflexe de sursaut 
auditif (IPP ou PPI, de l'anglais prepulse inhibition). L'IPP est un phénomène qui se 
caractérise par une diminution de la réponse à un stimulus s'il est précédé d'un stimulus de 
moindre intensité, mais trop petit pour induire un réflexe. Le déficit de l'IPP est une 
anomalie schizophrénique (Geyer, 1999) qui peut être normalisée par le traitement aux APs 
(Swerdlow et al, 1998). Il a été démontré que l'administration d'agonistes pour le 
récepteur DRD2 induit un déficit de l'IPP (Geyer et al, 2001), ce qui suggère que l'IPP est 
médiée par le récepteur DRD2 (Ralph et al, 1999). De plus, dans le même modèle animal 
décrit, on retrouve des anomalies immunes associées à la schizophrénie (Muller et al, 
1999; Nawa et al, 2000; Rothermundt et al, 2001; Wright et Murray, 1993). En effet, les 
cytokines libérées par le système immunitaire maternel peuvent traverser le placenta et 
pénétrer dans la circulation fœtale, ce qui augmente le niveau de cytokines dans 
l'environnement fœtal et amène des perturbations neurodéveloppementales (Gayle et al, 
2004; Urakubo et al, 2001). Ce modèle animal serait idéal pour étudier les anomalies 
neurochimiques et comportementales associées au traitement chronique aux APs et au 
développement de la dyskinésie tardive. 
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